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En el año 2009 la Corporación Autónoma de Cundinamarca encontró en la Quebrada La 
Porquera, ubicada en la vereda Mochuelo Alto en Bogotá,  concentraciones de mercurio 
en el agua que superaban los límites permisibles según la normativa vigente. Dado el 
peligro que representaba la presencia de este elemento para la salud de la población, se 
estableció un programa de monitoreo con el fin de establecer el comportamiento de este 
contaminante.  Uno de los problemas de la contaminación con mercurio es la potencial 
metilación de este elemento mediante actividad microbiana, dando como resultado la 
producción de metil mercurio el cual no solo puede generar serios problemas sobre la 
salud, sino puede acumularse en los tejidos de los organismos acuáticos y generar 
problemas de  bioacumulación y biomagnificación. Por esta razón, se consideró 
importante no solo monitorear la presencia de mercurio y metil-mercurio en el agua y los 
sedimentos de la Quebrada, sino evaluar la potencial metilación de este elemento por las 
bacterias sulfatoreductoras presentes en los sedimentos de esta corriente. Para ello, se 
desarrollo el presente trabajo, en el cual se evaluó la presencia de bacterias sulfato-
reductoras (BSR), asi como su capacidad para metilar mercurio mediante ensayos de 
metilación en el laboratorio. Los resultados mostraron la presencia de bacterias sulfato-
reductoras utilizadoras de acetato en los sedimentos de la Quebrada, y que estas junto 
con otras bacterias de los género Aeromonas sp., y E. coli fueron capaces de metilar 
mercurio en los ensayos “in vitro”. Se encontró además una alto contenido coliformes 
totales y E. coli. Igualmente, pudo observarse que aunque los valores de mercurio en el 
agua no eran altos, las concentraciones en el sedimento eran mayores a las reportadas 
en estudios anteriores. 
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In 2009 La corporación Autonoma regional de Cundinamarca found that in the Quebrada 
La Porquera, located at Vereda Mochuelo Alto in Bogotá capital of Colombia, mercury 
concentrations in water exceded the permissible limits for human consumption. Given the 
danger posed by the presence of this element for the health of the population, a 
monitoring program was established in order to establish not only the behavior of this 
pollutant, also investigate potential sources of contamination. One of the problems of 
mercury contamination is the methylation of this element by microbial activity, resulting in 
the production of methylmercury which can cause serious problems on the health and 
can accumulate in the tissues of aquatic organisms and generating a problem of 
magnification. For this reason, it was considered important not only to monitor the 
presence of mercury and methylmercury in water and sediments of the Quebrada, but to 
assess the potential methylation of this element by bacteria present in the sediments. For 
this in the present work, was evaluated the presence of sulfate-reducing bacteria (SRB), 
as well as its ability to methylate mercury by methylation assays in the laboratory. The 
results showed the presence of sulfate-reducing bacteria-utilizing acetate in the 
sediments of the Quebrada, and these together with other bacteria of the genus 
Aeromonas sp., and E. coli were methylate mercury in trials "in vitro". A highly content of 
total coliform and E. coli was also found. The results of mercury in the water did not 
present high levels of mercury; however, but the concentrations in the sediment were 
higher than those reported in previous studies. 
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El mercurio es un elemento de origen mineral, ubicuo en el ambiente, por lo que se 
encuentra presente en los diferentes compartimentos medioambientales (atmósfera, 
hidrosfera, litósfera y biosfera). El mercurio puede sufrir multiples reacciones químicas y 
biológicas, por lo que se pueden encontrar diferentes especies químicas del mercurio. La 
fuente más importante de mercurio a la atmosfera es la emisión antropogénica 
(combustión del carbón, minería directa de Hg, plata y oro), y las fuentes naturales como 
los volcanes. También se producen emisiones de mercurio que van directamente al agua 
y a la superficie terrestre. Una vez liberado, el mercurio permanece en el medio 
ambiente, donde circula entre el aire, el agua, los sedimentos, el suelo y la biota en 
diversas formas. En el agua el mercurio puede cambiar de forma (principalmente por 
metabolismo microbiano) y convertirse en metilmercurio, el cual puede acumularse en 
organismos vivos (bioacumulación) y concentrarse en las cadenas alimentarias 
(biomagnificación).  
 
En la mayoría de los países, la concentración de este metal en el agua tanto para 
consumo humano como para protección de fauna y flora esta regulada, por lo que las 
entidades encargadas del manejo y control del recurso aguaen Colombia han establecido 
valores máximos permisibles (Decreto 1594 de 1984 del Ministerio de agricultura y 
Resolución 2115 de 2010 del Ministerio de salud), debido al riesgo que este elemento 
representa para la salud humana y la de los ecosistemas.  
 
En Colombia, las Corporaciones Autónomas Regionales están encargadas del monitoreo 
y control de diferentes fuentes de agua. En la sabana de Bogotá la Corporación 
Autónoma Regional (CAR) de Cundinamarca desarrolla diferentes programas de 
monitoreo, especialmente de aquellas fuentes que son utilizadas para consumo humano. 
Dentro de estos programas de monitoreo, la CAR en el 2009 encontró (CAR, Expediente 
Introducción 17 
	  
1101-761-17622) que en la quebrada La Porquera (vereda El Mochuelo Alto, localidad de 
Ciudad Bolívar, Bogotá), las concentraciones de mercurio superaban los valores 
máximos permitidos por el decreto 1594 de 1984 del ministerio de agricultura (2 µg/L).  
Estos resultados generaron inmediatamente, una alerta que llevó a establecer un 
programa de seguimiento de la calidad del agua de esta Quebrada. Como resultado de 
este programa se realizaron diferentes estudios orientados no solo a evaluar el 
comportamiento del mercurio y metilmercurio en el agua y en los sedimentos de esta 
quebrada (Domínguez L. 2013; Hernandez L. 2012), sino a valorar su presencia en la 
población expuesta.  
 
Debido a la detección de metilmercurio en los sedimentos de la Quebrada, se consideró 
importante determinar si la presencia de este compuesto era resultado de la actividad 
biótica de las bacterias presentes en los sedimentos. Por esta razón, se planteó la 
necesidad de desarrollar este trabajo con el fin de determinar la presencia de bacterias 
sulfato reductoras (BSR) en los sedimentos, y si en ensayos “in vitro” en el laboratorio 
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• Evaluar la capacidad de metilación de mercurio por cultivos con bacterias sulfato-





• Determinar en forma preliminar la presencia de bacterias sulfato-reductoras (BSR) 
en la quebrada la Porquera. 
 
• Evaluar la capacidad de metilación de mercurio de los cultivos con bacterias 
sulfato-reductoras obtenidos de los sedimentos de la quebrada la Porquera. 
	  
 
1. MARCO TEÓRICO. 
1.1 Antecedentes. 
 
Desde 1932 hasta 1968 la empresa Shin Nippon Chisso Fertilizer Company ubicada en  
Minamata, Japón, produjo acetaldehído mediante un proceso en el cual se utilizaba oxido 
de mercurio (HgO) y ácido sulfúrico (H2SO4). Las aguas residuales generadas en el 
proceso eran vertidas a la bahía de Minamata, una pequeña bahía del mar Yatsushiro.  
En esta bahía también se localizaba una población de pescadores, los cuales consumían 
peces como parte de su dieta (Balong S., y cols, 2015).  
 
Al cabo del tiempo, se empezó a detectar decenas de muertes y enfermos graves, 
aunque las causas permanecieron desconocidas durante algún tiempo. A comienzos de 
la década de los sesenta, se realizaron análisis del agua de la bahía y se encontró altas 
concentraciones de mercurio especialmente en los sedimentos de la bahía de Minamata. 
Se estimó, que durante su operación la Empresa había descargado un total de 70 – 150 
toneladas de mercurio (Hg) y 0.6 – 6 toneladas de metilmercurio (MeHg). Lo cual, daba 
una concentración total de mercurio en el sedimento mayor a 25 µg g-1 (peso seco) en 
un área de 2.1 Km2. Estas estimaciones, junto con los estudios epidemiológicos 
realizados, permitieron establecer que la mortalidad y morbilidad observada en la 
población de pescadores fue consecuencia de la toxicidad del mercurio descargado en la 
bahía (Balong S. y cols, 2015). 
1.2 Quebrada La Porquera. 
 
La quebrada La Porquera también conocida como la quebrada El Chuscal, se encuentra 
ubicada en la vereda de Mochuelo Alto de la localidad de Ciudad Bolivar, de la zona 
suroccidental de Bogotá. Tiene una longitud de 7,33 Km, recorre un área de 5,36 Km2, y 
un perímetro aproximados de 14,75 Km. Drena en sentido occidente-oriente y hace parte 
de uno de los afluentes del río Tunjuelo (CAR 2012). 
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El caudal de la quebrada La Porquera, oscila entre 0,03 L/s y 18 L/s, en donde los 
menores caudales corresponden a la época seca. La cuenca presenta pendientes de 0 a 
15%. Abastece de agua a los acueductos Asoporquera I y Asoporquera II los cuales 
llevan el agua a 800 habitantes (aproximadamente) que viven en la vereda Mochuelo 
Alto. (Hospital Vista Hermosa, 2010). En esta zona especialmente  en las localidades de 
Ciudad Bolívar y Usme, se desarrollan actividades de servicios (75%), transporte, 
manufacturera (17%), agrícola (0.6%) y la explotación de minas y canteras (0.3%) (CCB, 
2007).  
 
El río Tunjuelo nace en el páramo de Sumapaz por encima de los  3.700 msnm; este río, 
desde su nacimiento, drena la zona sur de la ciudad y desemboca en el río Bogotá, con 
una extensión de 28,27 Km, con un área de drenaje urbana de 41.427 hectáreas urbanas 
y 4.237 hectáreas rurales. La cuenca alta del río Tunjuelo se encuentra entre la laguna 
de los Tunjos o Chisacá (localizada en el extremo suroriental de Bogotá) y su 
desembocadura en el río Bogotá, en la localidad de Bosa. La cuenca es la segunda en 
importancia después del río Bogotá (CAR 2012). En los alrededores del río Tunjuelo se 
encuentran asentadas aproximadamente 2,5 millones de personas, que hacen parte de 
cinco localidades, Tunjuelo, Usme, Ciudad Bolívar, Bosa y Sumapaz. La cuenca alta es 
la parte más escarpada y comprende el área localizada entre la Laguna de los Tunjos, 
lugar donde nace el río Tunjuelo y el Embalse de la Regadera (CAR 2012). 
 
La Corporación Autónoma Regional (CAR) de Cundinamarca como autoridad ambiental 
concedió el uso de las aguas de la quebrada La porquera a la junta de acción comunal 
de la vereda El Mochuelo Alto para consumo humano en el año 2001. En Agosto de 2009 
la CAR, dentro de sus programas de monitoreo tomó muestras de agua de diferentes 
puntos del acueducto para evaluar su calidad y encontró concentraciones de mercurio 
que sobrepasaban los valores máximos permitidos por el decreto 1594/84 del ministerio 
de salud (2µg/L). Dos meses después las autoridades del hospital de la región y las 
personas encargadas del acueducto tomaron nuevamente muestras para evaluar la 
presencia de mercurio. Los resultados confirmaron las altas concentraciones de 
mercurio, por lo que la CAR, generó una resolución suspendiendo la captación del agua y  
la comunidad tuvo que abastecerse de agua traída en carrotanques (CAR, Expediente 
1101-761-17622).  
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Identificado el problema de contaminación, la CAR continuó el programa de monitoreo 
con el fin de establecer las posibles fuentes de mercurio. Para este fin, la CAR estableció 
un programa de muestreo cada quince días en diferentes puntos que incluyeron el 
nacimiento de la quebrada y las bocatomas de los acueductos abastecidos por esta 
Quebrada. Los resultados del estudio se consignan en las tablas 1-1 y 1-2.  
 
Tabla 1-1: Concentración de mercurio en el agua en los diferentes puntos 
muestreados en la  Quebrada La Porquera entre noviembre y diciembre de 2009. 
 
 
Fuente: Corporación Autónoma regional (CAR). Trámite de concesión de aguas superficiales, fecha de expedición del 
trámite 2001. Junta de acción Comunal Vereda Mochuelo Alto, localidad de Ciudad Bolívar Expediente 1101-761-17622. 
Bogotá D.C. 2001-2012. 
 
Tabla 1-2: Concentración de mercurio en el agua en los diferentes puntos 
muestreados en la  Quebrada La Porquera entre enero y marzo de 2010. 
 
Concentración de mercurio en agua (µg/L) 
Punto de Muestreo 05-01-10 18-01-10 25-01-10 09-02-10 19-02-10 12-03-10 
Nacimiento 1 < 2 < 2 9,6 < 2 < 2 < 2 
Bocatoma Asoporquera 1 < 2 < 2 1,7 < 2 < 2 < 2 
Nacimiento 2 < 2 < 2 2,6 < 2 < 2 < 2 
Bocatoma Asoporquera 2 < 2 < 2 5,7 < 2 5,8 2,6 
 
 
Fuente: Corporación Autónoma regional (CAR). Trámite de concesión de aguas superficiales, fecha de expedición del 
trámite 2001. Junta de acción Comunal Vereda Mochuelo Alto, localidad de Ciudad Bolívar Expediente 1101-761-17622. 
Bogotá D.C. 2001-2012. 
 
Durante este seguimiento, cuando las concentraciones de mercurio fueron menores del 
valor mínimo detectable (< 2 µg/L.), la CAR levantó la restricción del uso del recurso, y 
Concentración de mercurio en agua (µg/L) 
Punto demuestreo 09-11-09 17-11-09 23-11-09 27-11-09 30-11-09 04-12-09 07-12-09 14-12-09 
Nacimiento 1 4,05 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 172 < 2 
Bocatoma 
Asoporquera 1 28,97 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 16,4 < 2 
Nacimiento 2 5,87 2,55 < 2 < 2 < 2 < 2 18,7 < 2 
Bocatoma 
Asoporquera 2 < 2 7,56 < 2 < 2 - < 2 48,8 < 2 
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cuando los valores fueron altos, nuevamente se suspendió el abastecimiento. 
(Expediente 1101-761-17622, CAR).   
 
Paralelamente con los estudios de la CAR, el hospital de Vista Hermosa (vereda 
Mochuelo alto) desarrolló un estudio epidemiológico durante octubre de 2009. Para este 
trabajo se tomó una población de 44 personas voluntarias que habían vivido en estas 
localidades durante los últimos seis meses. El 68,3% habitaban en Mochuelo Alto y el 
31,8% habitaban en el barrio Recuerdo Sur. Los resultados mostraron que 33 personas 
presentaban concentraciones de mercurio en cabello superiores a 5µ/g, un menor de 10 
años con una concentración de 171,16 µg/g en orina, y seis personas con niveles en 
sangre superiores a los valores recomendados (cabello:orina:sangre; 5:10:5 µg/L) por las 
autoridades sanitarias (Hospital Vista Hermosa 2010, OMS 2008). Sin embargo, a pesar 
de estos niveles las personas no presentaban efectos asociados con una intoxicación por 
mercurio (Hospital Vista hermosa 2010). 
 
La evaluación de todos los acueductos comunitarios ubicados en las localidades de 
Usme y Ciudad Bolívar en Bogotá (Hernández L., 2012) incluyendo Asoporquera I y 
Asoporquera II, mostró que en ninguno de ellos se cuenta con los equipos mínimos para 
realizar la determinación de cloro residual, turbiedad, color o pH. Por ello, el Índice de 
Riesgo por Abastecimiento de Agua (IRABA) era de 65 para Asoporquera I y de 40 para 
Asoporquera II, valores muy altos, si se tiene en cuenta que 100 corresponde al nivel de 
mayor riesgo cuando se incumplen con procesos de tratamiento, distribución y 
continuidad del servicio (Resolución 2115 / 2007 del Ministerio de Protección Social). Si a 
este hecho se sumaba el problema del mercurio, el riesgo para la población era muy alto. 
 
Hernández L., (2012) también tomaron muestras de agua en 21 vivendas abastecidas 
por los acueductos Asoporquera I y Asoporquera II. Los resultados mostraron 
nuevamente, en 4 viviendas, niveles entre 4µg/L y 8µg/L los cuales sobrepasaron los 
límites permitidos de 2µg/L establecidos en el Decreto 1594/84 (Ministerio de Salud).  
 
En el trabajo realizado por Domínguez (2013), se reportó también que en muestras de 
agua colectadas entre Noviembre y Diciembre del 2011 las concentraciones de mercurio 
de la Quebrada La Porquera oscilaron entre 0.25 y 1.8 µg/L. Sin embargo, en los 
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sedimentos de la Quebrada las concentraciones de mercurio estaban entre 21.5 y 152 
ng/Kg y las de metilmercurio entre 2.0 y 4.7 ng/Kg. En la tabla 1-3 se presentan las 
concentraciones de mercurio y metilmercurio encontradas en la quebrada la Porquera 
para el año 2011 (Domínguez L. 2013). 
 
Tabla 1-3: Concentraciones de mercurio y metilmercurios encontrados en la 
Quebrada La Porquera durante el año 2011. 
*NR = no realizado 
Fuente: Domínguez y colaboradores 2013.  
 
La comparación de los resultados entre el 2009 y el 2011, se pudo establecer que el 
hallazgo de mercurio en concentraciones superiores a 2µg/L coincidía con el régimen 
climático de sequia y lluvias. Es por ello que para el año 2009 descrito como uno de los 
años más secos, se encontraron los valores mas altos de mercurio, mientras que para el 
Concentraciones de mercurio y metil-mercurio en el agua y metil-mercurio en los sedimentos de la 











Hg en agua  
(µg/l) 
Concentración de 









Nacimiento < 0,14 132,1 2,1 
BOC 1  ASO II 1,8 64,1 3,4 
BOC 2 ASO II < 0,14 92,5 4,1 
BOC 1 ASO I < 0,14 54,5 4,7 
17-09-11 
Nacimiento < 0,14 152,0 NR 
BOC 1  ASO II < 0,14 24,3 NR 
BOC 2 ASO II < 0,14 78,7 NR 




Nacimiento 0,25 148,9 NR 
BOC 1  ASO II < 0,14 62,5 NR 
BOC 2 ASO II < 0,14 90,5 NR 
BOC 1 ASO I < 0,14 81,3 NR 
15-11-11 
Nacimiento < 0,14 73,1 2,5 
BOC 1  ASO II < 0,14 21,5 2 
BOC 2 ASO II < 0,14 53,1 3,8 
BOC 1 ASO I < 0,14 42,2 3,5 
18-11-11 
Nacimiento < 0,14 72,4 NR 
BOC 1  ASO II < 0,14 14,6 NR 
BOC 2 ASO II < 0,14 33,7 NR 
BOC 1 ASO I < 0,14 71,5 NR 
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2010 y 2011 años donde se presentaron las últimas oleadas invernales, los niveles de 
mercurio descienden probablemente por el incremento del caudal de esta Quebrada 
(Domínguez L. 2013).  
 
En el anterior trabajo (Domínguez L. 2013) también se cuantificó la presencia de 
Escherichia coli en el agua y se encontró una densidad poblacional entre 0-20 UFC/100 
mL. Sin embargo, la cuantificación de bacterias sulfato reductoras (BSR)  y Ferro 
reductoras mostró resultados negativos, por lo que se sugirió que una probable vía de 
metilación podría ser la llevada a cabo por bacterias aerobias como E. coli (Domínguez L. 
2013). Igualmente, se planteo en el modelo conceptual que las fuentes potenciales de 
mercurio que podrían estar afectando la cuenca de esta quebrada eran las ladrilleras del 
parque minero El Mochuelo, el relleno sanitario Doña Juana y la depositación global y 
local por el uso de carbón como combustible. Sin embargo no ha sido posible establecer 
un origen puntual de estos contaminantes.   
 
1.3 Características del mercurio. 
 
El mercurio elemental tiene un peso molecular de 200,59, una solubilidad de 5.6 X10-5 
g/L y una de densidad 13,5 g/cm3 (alta comparada con otros metales). Se le considera 
peligroso en su forma catiónica y cuando está enlazado a cadenas cortas de compuestos 
carbonados. Su acción tóxica se relaciona por la fuerte afinidad de estos cationes por el 
azufre, especialmente los grupos “sulfhidrilo” –SH- (comúnmente presentes en las 
enzimas). Como resultado de este enlace metal-azufre (Hg-S) se inhibe la actividad de 
las enzimas, y por tanto de los procesos que ellas catalizan (Braird C, 2001). 
 
Las especies químicas de Hg de importancia toxicológica son: mercurio elemental o 
mercurio metálico Hg (Hg0), mercurio mercurioso (Hg22+), mercurio mercurico (Hg2+), y las 
formas orgánicas como el metilmercurio (MeHg) y dimetilmercurio (MMeHg) (CTEM 
2000). 
 
Cuando el mercurio es liberado al medio ambiente sufre una amplia variedad de 
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transformaciones químicas y físicas que pueden llevarse a cabo en diferentes 
compartimientos ambientales (aire, suelo y cuerpos acuáticos). Las fuentes de mercurio 
incluyen fuentes antropogénicas y naturales. Los aportes naturales de mercurio 
provienen del vulcanismos e intemperismo de las rocas, pero es muy pequeña 
comparada con los aportes antropogénicos. Estos últimos incluyen residuos de mercurio 
liberados por las actividades mineras relacionadas con la extracción de mercurio y oro; la 
industria eléctrica, la manufactura de instrumentos, los procesos electrolíticos y la 
catálisis química (Torres R. y Gutiérrez M. 2001). 
 
En la figura 1-1 se presenta un diagrama del ciclo biogeoquímico del mercurio, donde se 
puede apreciar la movilidad de este elemento. Más del 90% del mercurio presente en las 
aguas superficiales proviene de deposición atmosférica. El mercurio mercúrico (II) al 
llegar a los sedimentos puede transformarse a metilmercurio (CH3Hg) y dimetilmercurio, 
sin embargo esta reacción es reversible, produciéndose la demetilación generalmente 
facilitada por microorganismos, o actividad fotolitica. El dimetilmercurio es muy volátil y es 
por esto que es muy dificil de detectar en los sedimentos y en el agua, es posible 
encontrarlo en un 3% en la atmósfera. 
 
El mercurio elemental (H0) constituye mas del 90% del total de mercurio en la atmósfera. 
Sin embargo las transformaciones pueden convertir este mercurio elemental en mercurio 
I y mercurio II. La mayoría de los compuestos mercurio I, son poco solubles en agua y 
por lo tanto se encuentran principalmente en suelos y sedimentos, mientras que el 
mercurio II (5% en la atmósfera) una vez ingresa a los sistemas acuáticos, puede 
permanecer en el agua o llegar a los sedimentos y formar complejos con compuestos 
inorgánicos. Su tiempo de permanencia en el aire es muy corto (minutos) y se eliminan 
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Fuente: Leopold K. y cols 2010. 
 
El metilmercurio (MeHg) constituye entre 10 y 30% del total de Hg en el agua, mientras 
que en peces puede llegar a un 85% o 90% (los peces ingieren el metilmercurio a través 
de su dieta). El contenido de metilmercurio de los organismos acuáticos por lo general 
aumenta de acuerdo al nivel trófico de la cadena alimenticia (Ullrich et al., 2001).   
1.4 Efectos del mercurio en la salud humana. 
 
Los órganos blanco del mercurio elemental son el cerebro y los riñones. El mercurio 
atraviesa fácilmente la barrera sangre-cerebro y luego se oxida a mercurio mercúrico (Hg 
II) que se une firmemente a macromoléculas en el cerebro. La exposición a estas 
sustancias en altas concentraciones puede ocasionar temblores, trastornos psiquiátricos, 
alteración del comportamiento y gingivitis. Debido a que el Hg elemental se difunde a 
través de los pulmones y los lípidos cuando llega a la sangre se distribuye rápidamente 
por todo el cuerpo, atravesando fácilmente la placenta y la barrera sangre-cerebro 
(CTEM, 2000).  
 
Después de la ingestión de mercurio por vía oral en seres humanos, éste puede 
excretarse hasta en un 85% a los pocos días por las heces. La excreción fecal de 
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excreta en la orina, el sudor, los pulmones y la leche materna. El mercurio tiene una vida 
media de 40 días (CTEM, 2000).  En la figura 1-2 se muestra la absorción y distribución 
de mercurio en el cuerpo humano. 
 


















Fuente: Committe on the Toxicological Effects of Methylmercury (CTEM) Toxicological Effects of 
Methylmercury. National Academy Press. Washington, DC. 2000.  
1.5 Efectos del metilmercurio en la salud humana. 
 
El metilmercurio (MeHg) es absorbido fácilmente por la piel y los pulmones, una vez 
absorbido entra al torrente circulatorio donde se une a la hemoglobina (Alberg y cols 
1969 citado por CTEM, 2000). Los autores estudiaron la distribución de los compuestos 
de mercurio en tres voluntarios sanos a los que se administró Nitrato de metilmercurio 
marcado con Hg203 por vía oral. A los 15 minutos después de la administración se detectó 
Hg203 en sangre, y entre 3 a 6 horas se encontró una concentración máxima. La 
concentración en glóbulos rojos fue 10 veces mayor que en el plasma. En los seres 
Órganos críticos  
 Monitoreo biológico 
ABSORCIÓN DERMICA 
PIEL Sudor y Exfoliación de 
Celulas 
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humanos expuestos a grandes cantidades de Metilmercurio, se encontró mercurio 
inorgánico en sangre total (7%), en plasma (22%), en leche materna (39%), en hígado 
(16-40%) y en orina (73%).  
 
Durante la absorción gastrointestinal de metilmercurio se puede llevar a cabo un proceso 
de demetilación en donde el metilmercurio se convierte mercurio mercurico (Hg II). Sin 
embargo, depende de la flora intestinal presente, así mismo de los macrófagos. El hígado 
también se considera un sitio de demetilación. Alrededor del 90% de MeHg se excreta 
por las heces como mercurio y el 10% se excreta a través de la orina (Figura 1-3). 
Aproximadamente el 1% del MeHg se excreta diariamente, por lo tanto la vida media del 
MeHg en el cuerpo es de 70-74 días (CTEM, 2000).  
 
El órgano más afectado por MeHg es el cerebro, tanto para adultos como para fetos. 
Cuando el mercurio y el metilmercurio ingresan al cuerpo humano se convierten en 
mercurio mercúrico, y éste compuesto se acumula en el cerebro y en el riñon. Existe un 
fuerte asociación entre la exposición a mercurio y MeHg con la leucemia aguda, así como 
a problemas en las respuestas inmunes y el desarrollo del sistema inmune que conllevan 
al desarrollo de enfermedades autoinmunes. También se han reportado casos de abortos 
expontaneos en mujeres expuestas a mercurio y un alto riesgo de enfermedades 
cardiovasculares. Los efectos más notables por exposición a concentraciones de 
mercurio y metilmercurio, son retardo mental, ataxia cerebral, disturbios en el crecimiento 
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Fuente: Committe on the Toxicological Effects of Methylmercury (CTEM) Toxicological Effects of 
Methylmercury. National Academy Press. Washington, DC. 2000. 
 
1.6 Metilación biótica de mercurio. 
 
El metilmercurio puede formarse en medios acuáticos por dos vías: biótica (metabolismo 
microbiano) o abiótica (metilación química). La eficiencia de la metilación biótica depende 
de la actividad microbiana y la concentración del mercurio disponible que a su vez está 
influenciada por factores como temperatura, pH, potencial redox y presencia de agentes 
orgánicos e inorgánicos (Celo y cols 2006). La concentración de metilmercurio presente 
en un medio acuático está regulada por el balance entre el proceso de metilación y 
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Algunos autores han descrito que la metilcobalamina, producida por muchos organismos, 
está implicada en la metilación microbiana del Hg y sugieren que el proceso implica la 
transferencia enzimática del grupo metilo de la metilcobalamina al ión mercúrico. Aunque 
hay muchas moléculas donantes de grupos metilo en el medio acuático, se piensa que la 
metilcobalamina es el único agente natural de metilación capaz de transferir grupos 
metilo (Ridley y cols.,1977). 
 
En un inicio se pensó que la metilación de mercurio era un proceso extracelular realizado 
por la actividad de exoenzimas bacterianas que también catalizan la descomposición 
microbiana de la materia orgánica (Parkman y cols, 1994). Sin embargo, otros autores 
han descrito que la metilación de mercurio se produce dentro de las células y es 
rápidamente exportado al exterior de estas (Gilmour C. y cols 2011). Así mismo, se ha 
establecido que la capacidad de producir MeHg (metilmercurio) es constitutiva, es decir 
no es posible inducir esta capacidad al exponer las bacterias a altas concentraciones de 
Hg. Sin embargo, la tasa de metilación depende en gran medida de la biodisponibilidad 
de mercurio mercurico presente en al medio (Gilmour C. y cols 2011).  
 
Algunos autores han demostrado que el grupo metilo se produce en la vía Acetil CoA, a 
partir del C3 de la serina. En esta via esta presente la enzima metiltransferasa que 
transfiere el grupo metilo al tetrahidrofolato formando CH3- tetrahidrofolato (Choi y cols 
1994, Ekstrom y cols., 2003, citado por Barkay, 2005). Sin embargo la metilación de Hg 
puede ocurrir independientemente de la vía de acetil-CoA, ya que Desulfobulbus 
propionicus, metila mercurio y no utiliza la ruta de acetil-CoA (Benoit y cols 2001). En la 
figura 1-4 se muestra la vía de metilación de mercurio por Desulfovibrio desulfuricans  
(adaptado por Segade y cols, 2010, del trabajo de Berman y cols, 1986 y Choi y cols 
1994). King y cols (2000), han señalado que miembros de la familia Desulfobacteriaceae  
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Fuente: Segade S., Dias T., Ramalhosa E., Mercury methylation Versus Demethylation: Main 
Processes Involved. Capitulo 7. Nova Science Publishers. 2010. 
 
También la materia orgánica es un factor importante en la metilación de mercurio, porque 
puede actuar simultáneamente como aceptor terminal de electrones y fuente de carbono 
para los microorganismos. Sin embargo la relación entre la materia orgánica disuelta y la 
metilación de mercurio es más compleja, por un lado el carbono orgánico disuelto 
incrementa la metilación de mercurio por la estimulación de la actividad microbiana, y por 
otro lado la biodisponiblidad de mercurio puede cambiar (Hines  y cols 2000).   
 
Las comunidades microbiana usan el carbono orgánico para construir nuevas células, y 
los grupos metilo (CH3) se combina con el mercurio inorgánico para formar 
metilmercurio. Un alto contenido de materia orgánica es pre-requisito para mantener un 
bajo potencial redox, y un suministro de donadores de electrones para las bacterias 
sulfato-reductoras (Lambertsson y Nilsson, 2006). En estudios con Escherichia coli, 
Rowland y cols (1975), señalaron la habilidad de este microorganismo para transformar 
el mercurio inorgánico a metilmercurio, comparada con la de microorganismos del género 
Bacteroides sp. y Lactobacillus sp. 
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1.7 Metilación abiótica de mercurio. 
 
La reacción de transferir un grupo metilo al mercurio libre Hg2+ en ausencia de actividad 
biológica, se denomina metilación abiótica. En la metilación abiótica el mercurio 
inorgánico actúa como un electrofilo hacia la metilcobalamina con la subsecuente 
transferencia de un metil carbanion a la especie de mercurio más oxidada. Las 
condiciones medioambientales más favorables para la metilación de mercurio por la 
metilcobalamina son un pH ácido, alta fuerza iónica y bajas concentraciones de cloro, 
que son las condiciones usuales de las aguas dulces (Celo y cols 2006).  
 
Aunque según Chen y cols (2003 - 2007) la metilación de mercurio mediada por 
microorganismos es dependiente de la concentración de sulfato y este proceso no se 
lleva a cabo si las concentraciones exceden 5mM (Gilmour y cols, 1992), otros autores 
como Weber (1993) consideran que en la naturaleza es más abundante la metilación 
abiótica, debido a que en ambientes marinos, que es en donde se lleva a cabo este 
proceso en mayor proporción, la concentración de sulfato es de aproximadamente 28 
mM. 
 
La materia húmica es un agente importante en la metilación abiótica de mercurio, debido 
a que es abundante en el medio ambiente y tiene diferentes tipos funcionales como los 
grupos tiol (Weber, 1993). Así mismo altas concentraciones de carbono orgánico disuelto 
(COD) (>14x103 µM) y un pH ácido (pH de 5) estimula la metilación abiótica. El efecto del 
pH en la metilación es desconocido, sin embargo la reducción en el pH cambia las 
características del COD por el incremento de la protonación de fracciones aniónicas 
(Miskimmin y cols 1992).  
 
Las sustancias implicadas en la formación de metilmercurio abiótico incluyen moléculas 
como metilyoduro, dimetilsulfato, metilcobalamina, metilestaño, el metilyoduro y grandes 
compuestos orgánicos disueltos en la materia orgánica como ácido fulvico y ácido 
húmico. Existe una gran dependencia de factores ambientales como el pH, temperatura y 
la presencia de agentes como el cloruro para la formación de metilmercurio abiótico (Celo 
y cols 2006). 
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1.8 Demetilación de metilmercurio. 
 
Las bacterias sulfato-reductoras que son las principales responsables de la producción 
de metilmercurio (MMHg) junto con las bacterias metanogénicas quienes tienen un papel 
menor en la producción de MMHg, pueden realizar demetilación de mercurio. La 
demetilación del mercurio por bacterias es un proceso predominantemente reductor; este 
proceso es el resultado de la ruptura del enlace carbono-mercurio por la enzima liasa 
organomercurial, produciendo metano y Hg2+, seguida por la reducción de Hg2+ a Hg0 por 
una reductasa de mercurio. Estas enzimas son codificadas por los genes mer b y mer a 
en bacterias que poseen resistencia a Hg (Ullrich y cols 2001).   
 
Las bacterias metanogenicas dominan en la degradación del MeHg in situ frente a las 
bacterias sulfato reductoras (Marvin y Oremland, 1998). La producción y degradación de 
MeHg conlleva a generar un nivel casi constante de MeHg en los sedimentos, debido a 
que su concentración en sedimentos rara vez excede de 1 a 1,5% de la concentración de 
mercurio total. La capacidad de los microorganismos para degradar Hg es empleada en 
el tratamiento de aguas residuales. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las plantas 
de tratamiento de aguas residuales pueden ser fuentes de MeHg (Ullrich y cols 2001).  
 
La descomposición del metilmercurio también se produce bajo efectos de la luz UV 
(Gardfeldt y cols 2003).  En aguas superficiales la demetilación fotoquímica es la vía 
abiótica más importante. Esta fotodegradación puede ser útil para el diseño de métodos 
que mitiguen problemas de metilmercurio. Seller y cols (1996), tomaron muestras de 
agua sin filtrar y esterilizadas del lago Ontario, Canada, y encontraron que la 
esterilización no inhibe la fotodegradación, además los estudios in situ mostraron que la 
fotodegradación disminuyó con la profundidad y que la concentración de metilmercurio en 
el agua es estable en la oscuridad (Seller y cols, 1996).  
 
La radiación UV favorece la formación de radicales hidroxi que actuan en la 
fotodegradación de MMHg (Chen y cols, 2007), incluso la luz visible incrementa la 
desmetilación de metilmercurio. La luz visible no tiene efectos en el proceso de 
metilación, pero si en la demetilación (Jiménez y cols 2013), sin embargo la metilación 
puede ser más lenta a la visible que a la luz solar (Lehnherr,  2009).  
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1.9 Bacterias sulfato reductoras (BSR). 
 
Un rasgo común de las bacterias sulforeductoras (BSR) es su capacidad para utilizar 
sulfato como aceptor de electrones en la respiración anaerobia. Las BSR 
taxonómicamente se localizan en cuatro filos del dominio bacteria. De este grupo, las 
mejores metilantes del mercurio corresponden a miembros de las familias 
Desulfovibrionaceae, Desulfobacteraceae y Desulfobulbaceae. Estas bacterias son 
predominantemente anaerobias, aunque algunas de las sulfato reductoras son 
aerotolerantes, lo que les permite realizar la metilación de mercurio (Achá y cols., 2011, 
Gilmour y cols, 2011). 
 
Díaz y cols, 2002, describen las bacterias sulfato-reductoras como microorganismos 
anaerobios estrictos, ampliamente distribuidas en ambientes acuáticos y terrestres donde 
se lleva a cabo los procesos de degradación de la materia orgánica. El grupo de BSR es 
diverso morfológicamente pero fisiológicamente unificado. Taxonómicamente se 
reconocen 18 géneros capaces de llevar a cabo la sulfato reducción desasimilativa, los 
cuales se agrupan en dos subgrupos fisiológicos: 
 
Grupo I: Bacterias no oxidantes del acetato; los miembros de este grupo utilizan el 
lactato, el piruvato, el etanol o ciertos ácidos grasos como fuente de carbono y energía, y 
reducen el sulfato a sulfuro de hidrógeno. Los géneros más representativos son: 
Desulfovibrio, Desulfomicrobium, Desulfobotulus, Desulfotomaculum, Desulfomonilse, 
Desulfobacula, Archaeoglobus, Desulfobulbus, Thermodesulfobacterium. 
 
Grupo II: Bacterias oxidantes del acetato; las bacterias de este grupo se especializan en 
la oxidación de ácidos grasos particularmente el acetato y reducen el sulfato a sulfuro. 
Los géneros más representativos son: Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus, 
Desulfonema, Desulfosarcina, Desulfoarculus, Desulfacinum, Desulforhabdus, 
Thermodesulforhabdus. 
 
Las BSR cumplen un importante papel en las etapas finales de la degradación de la 
materia orgánica, especialmente en la remoción de los sulfatos presentes en fuentes el 
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agua. Estas bacterias también pueden utilizar dos vías metabólicas diferentes; una 
fermentativa y la otra oxidativa (Díaz y cols, 2002). El aspecto más importante de su 
metabolismo es la producción de H2S que al ser un agente reductor muy fuerte, inhibe el 
crecimiento de algunos microorganismos aerobios (Gibson, 1990).   
 
Las necesidades nutricionales para el cultivo de bacterias sulfato reductoras incluyen un 
aceptor de electrones inorgánico que suele ser proporcionado por el ión sulfato. Aunque 
algunas especies utilizan compuestos oxidados de azufre, por ejemplo, Desulfovibrio 
puede utilizar tiosulfato, sulfito y tetrationato. En ausencia de un aceptor de electrones 
externo, algunas bacterias sulfato reductoras pueden fermentar sustratos como piruvato, 
fumarato, malato y lactato. Las fuentes de carbono preferidas de estas bacterias son 
ácidos orgánicos como lactato, piruvato, malato, y alcoholes como etanol, propanol y 
butanol (Gibson, 1990).  
 
El agua dulce generalmente tiene concentraciones bajas de sulfato (entre 10 y 750 µM), 
sin embargo los donantes de electrones llegan a la superficie de los sedimentos por 
sedimentación, por lo que las bacterias sulfato-reductoras  se ven obligadas a vivir cerca 
de la capa de sedimento óxica de los sedimentos. Sass y cols, 1997.  
 
En medios ambientes que tienen bajo potencial redox, las BSR compiten con otros 
anaerobios que incluyen bacterias fermentativas, bacterias acetogenicas, 
homoacetogenicas, y metanogenas para los sustratos comunes disponibles. La 
presencia de sulfato es crucial es esta competencia. La degradación de la materia 
orgánica en ambientes de sulfato reductores (fig 1-5a) es diferente a la degradación de 
ambientes metanogenicos (Fig 1-5b). Las bacterias metanogénicas utilizan un número 
limitado de sustratos para su crecimiento (hidrogeno, dióxido de carbono y acetato). 
(Muyzer G. y Stams A, 2008).  
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Figura 1-5: Degradación microbiana de materia orgánica. A) Degradación de la 
materia orgánica por microorganismos sulfato-reductores. B) Degradación  de la materia 






Fuente: Muyzer G., Stams A. The ecology and biotechnology of sulphate-reducing bacteria. 
Nature reviews, Vol 6, 2008. 
1.9.1 Metabolismo asimilador y desasimilador de las BSR: 
 
Compuestos orgánicos tales como CO2 y SO42- NO3-, son reducidos por muchos 
microorganismos como fuentes de nitrógeno, azufre y carbono. Los productos finales de 
esas reducciones son fundamentalmente grupos amino (-NH2), grupos sulfidrilo (-SH) y 
compuesto orgánicos respectivamente, cuando se reduce un compuesto orgánico como 
CO2 y SO42-NO3 para usarlo como aporte nutricional, se dice que asimila y el proceso de 
reducción se denomina metabolismo asimilador. Cabe resaltar que el metabolismo 
asimilador de CO2, SO42- y NO3 es muy diferente del uso de estos compuestos como 
aceptores de electrones en el metabolismo energético. Para distinguir los dos tipos de 
procesos reductores, la utilización de estos compuestos como aceptores de electrones 
en el metabolismo energético se denomina metabolismo desasimilador. En el 
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metabolismo desasimilador, se reduce una cantidad comparativamente mayor de 
aceptores de electrones y el producto reducido es expulsado al medio (Madigan M y cols, 
2004).  
 
El sulfato, la forma mas oxidada del azufre, es uno de los aniones mayoritarios del agua 
de mar y lo usan las bacterias sulfato reductoras. El producto final de la reducción del 
sulfato es el H2S, un importante compuesto natural que participa en numerosos procesos 
biogeoquímicos.  El sulfato es un aceptor de electrones menos favorable que el O2 o el 
NO3-. Sin embargo, cuando se usa como un donador de electrones produce NADH O 
FADH y se dispone de suficiente energía para hacer ATP. A causa del rendimiento 
energético menos favorable, los rendimientos en cuanto a crecimiento son menos para 
un organismo cuando crece con SO42-,  que cuando crece con O2 o NO3-. (Madigan M y 
cols, 2004). 
1.9.2 Bioquímica y rendimiento energético de la reducción del 
sulfato 
 
La reducción de SO42-,  a H2S ocurre a través de algunas fases intermedias. El ion sulfato 
es estable, no puede reducirse si antes no está activado. El sulfato se activa por el ATP. 
La enzima ATP sulfurilasa cataliza la unión del ion sulfato a un fosfato del ATP, dando 
lugar a la formación de Adenosina fosfosulfato (APS), como se indica en la figura 1-6. 
En la reducción desasimiladora de sulfato, la parte sulfato de la APS se reduce 
directamente a sulfito (SO32-) por la acción de la enzima APS reductasa, con liberación 
de AMP. En la reducción asimiladora se añade otro P a la APS, formando fosfoadenosina 
fosfosulfato (PAPS) y solo entonces se reduce la parte fosfato. En ambos casos, el 
primer producto de la reducción del sulfato es el sulfito, SO32- . Una vez formado el SO32-, 
se forma sulfuro mediante la enzima sulfito reductasa. En la figura 1-6 se muestra el 
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Fuente: Madigan M., Martinko J., Parker J.  Brock Biología de los microorganismos. Décima 
edición.  Editorial Pearson Prentice Hall. 2004. 
 
La enzima hidrogenada parece desempeñar un papel central en la reducción del sulfato 
cuando un organismo como Desulfovibrio desulfuricans crece con H2, o con un 
compuesto orgánico, como el lactato. Los resultados experimentales indican que el 
lactato se convierte en acetato a través de piruvato, con producción de H2, (el acetato es 
excretado por que D. desulfuricans  es un sulfato reductor que no oxida acetato (Madigan 
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1.9.3 Utilización de acetato y autotrofía: 
Numerosas bacterias sulfato reductoras pueden oxidar completamente acetato a CO2 
como un donador de electrones para la reducción de sulfato: 
 
CH3COO + SO42- + 3H+ ⇒ 2CO2 + HS + 2H2O   ΔGº= -57,5 KJ 
 
El acetato es oxidado a CO2 a través de la vía acetil CoA, una serie de reacciones 
reversibles que usan una amplia variedad de anaerobios para la síntesis o para la 
oxidación de acetato. Esta vía metabólica usa la enzima clave monóxido de carbono 
deshidrogenasa y fue descubierta en las bacterias homoacetogénicas, que obtienen 
acetato a partir de H2 + CO2 como un mecanismo de conservación de la energía 
(Madigan M y cols, 2004).  
1.10 Estructura del operon mer. 
El operon mer esta constituido por genes que codifican proteínas funcionales para la 
regulación (R), transporte (merT, merP, y merC, merF) y reducción (merA) del mercurio. 
La proteína MerR (proteína metaloreguladora), se une a la región promotora del operon y 
ambos transcriben los genes estructurales, esta proteína R activa la transcripción del 
operon en presencia de concentraciones Hg2+ y lo reprime en ausencia del metal. El gen 
promotor mas distante, merD, que es co-transcrito con los genes estructurales (regulador 
secundario), también se une a la misma región promotora como MerR (Nascimento A., y 
Chartone-Souza E., 2003)  
 
Los genes estructurales que se ubican aguas abajo del sitio promotor/operador, están 
involucrados en el transporte del ión mercurico (merT, merP, y merC, merF). Todos los 
operones mer tienen los genes merT y merP quienes son genes esenciales para la 
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Fuente: Cursino L., Mattos S., Axevedo V, Galarza F., Bucker D., Chartone E., Nascimineto A. 
Capacity of mercury volatilization by mer (from Escherichia coli) and glutathione S-transferasa 
(from Shistosoma mansoni) genes cloned in Escherichia coli. Journal The science of the total 





2.1 Toma de muestras. 
Con el fin de dar continuidad a los estudios anteriores, los muestreos se realizaron en los 
mismos puntos descritos en el estudio inicial de la Corporación Autónoma Regional 
(CAR) de Cundinamarca y el trabajo realizado por Domínguez L. (2013). En la tabla 2-1 
se presenta la georeferenciación de los puntos de toma de muestra y en la Figura 2-1, se 
presentan los puntos de muestreo. 
 
Se tomaron cuatro muestras de agua y cuatro muestras de sedimento en la quebrada La 
Porquera, en los días 16 mayo, 08 Octubre, y 17 noviembre del 2013 y el 23 febrero de 
2014. En estos cuatro muestreos se determinó tanto la presencia de los microorganismos 
de interes como las concentraciones de mercurio y metilmercurio.  
 
Tabla 2-1: Descripción de los puntos de toma de muestras en la quebrada La 
Porquera.  
PUNTOS DE MUESTREO DE AGUAS Y SEDIMENTOS COORDENADAS ALTURA 
(msnm) X y 
Punto 1 Nacimiento de la quebrada. 989840 987552 3283 
Punto 2. Bocatoma I del acueducto Asoporquera II  990277 987327 3213 
Punto 3. Bocatoma II del acueducto Asoporquera II 990320 987328 3206 
Punto 4. Bocatoma I del acueducto Asoporquera I  990399 987326 3192 
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Figura 2-1: Diagrama de la quebrada La Porquera con los puntos de toma de 








Fuente: Foto tomada de Google Maps. El 13 febrero 2016. 
 
 
Las muestras de sedimento se tomaron de acuerdo a las indicaciones de la 
Environmental protection Agency  (EPA) 1994. “Guidance Document on Collection and 
Preparation of Sediments for Physicochemical Characterization and Biological Testing”. 
Se colectaron introduciendo un tubo PVC de 10 cm de diámetro en forma rotativa a una 
profundidad aproximada de 30 cm de la quebrada (Figura 2-2), posteriormente el tubo se 
sacaba suavemente y la muestra fue transportada en el mismo recipiente con un sobre 
de anaerobiosis mientras se transportó al laboratorio (durante un tiempo de aproximado 
de 4 horas).  
 
En el laboratorio la muestra de sedimento se subdividió en dos, una parte para el 
aislamiento de las bacterias sulfato-reductoras y la medición de pH, y la otra se secó a 
temperatura ambiente para el análisis de carbono orgánico total, mercurio y 
metilmercurio. 
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El carbono orgánico se determinó en las muestras de sedimento seco a temperatura 
ambiente. La concentración de carbono orgánico fue determinada siguiendo la 
metodología sugerida por Instituto geográfico Agustin Codazzi (1990).  
 












Las muestras de agua para análisis de mercurio fueron tomadas de acuerdo a lo indicado 
por EPA (1994). Fueron colectadas en frascos de vidrio ambar previamente 
descontaminados con ácido clorhídrico (HCl) 4N durante 72 horas y enjuagados tres 
veces con agua destilada desionizada. Las muestras se tomaron introduciendo el frasco 
en la quebrada y permitiendo un llenado lento (1000 ml). A continuación fueron tapados y 
transportados al laboratorio en un tiempo aproximado de 4 horas (Figura 2-3). En el 
laboratorio se adicionó 1 mL de NHO3 concentrado hasta obtener pH 2.0 y se 
conservaron a 4ºC, para posterior análisis.  
 
Se tomaron además, muestras de agua en recipientes estériles de 100 ml, y 
transportadas a 4ºC para realizar recuento de coliformes totales y E. coli. El tiempo entre 






Fuente: El autor. 
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Figura 2-3: Toma de muestra de agua para análisis de concentraciones de mercurio 









2.2 Crecimiento de D. desulfuricans en diferentes 
medios de cultivo. 
Con el fin de caracterizar el crecimiento de D. Desulfuricans ATCC 29577, cepa donada 
por el Laboratorio de Microbiología del Instituto de Biotecnología, de procedió a sembrar 
esta bacteria en tres medios de cultivo líquidos (Anexo A). Con los dos primeros se 
determinó si este microorganismo era capaz de utilizar lactato o acetato (medio BSR-
lactato, BSR-acetato). Se siguió el procedimiento recomendado por Díaz y cols (2002). 
Igualmente se procedio a sembrar este microorganismo en el medio recomendado por la 
ATCC (ATCC-766) para bacterias sulfato reductoras (BSR). La composición de estos tres 
medios se presenta en el Anexo A. La preparación de los medios de cultivo se realizó en 
una cámara de anaerobiosis con una mezcla de N:H:CO2 (85:10:5). Los cultivos fueron 






Fuente: El autor. 
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2.3 Cultivo de bacterias sulfato reductoras en los 
sedimentos. 
Para el cultivo de las muestras de sedimentos se siguió la metodología recomendada 
para lodos anaerobios (Díaz M. y cols, 2002). Se tomaron aproximadamente 100 gramos 
de muestra de sedimentos y se colocaron en un mortero estéril (figura 2-4), y se procedió 
a homogenizar la muestra por trituración. Del sedimento triturado se tomó 1 g de muestra 
el cual fue adicionado a un tubo con 9 mL del medio de cultivo líquido correspondiente. 
Los sedimentos obtenidos en el primer muestreo se sembraron solamente en el medio 
BSR-lactato y en el medio medio sugerido por la ATCC D. Desulfuricans 766. Debido a 
que no se logró un crecimiento, las muestras colectadas en los subsiguientes muestreos 
se sembraron en el medio BSR-acetato. 
 
La mezcla sedimento – medio de cultivo se homogenizó utilizando un vortex  (Vortex-
Genie 1 shaker, 600-3200 rpm, 120 VAC), y a partir de esta mezcla se prepararon 
diluciones seriadas de 10-1, 10-2 a 10-3 por triplicado, con el fin de poder calcular el 
número mas probable (NMP/g de sedimento) de bacterias BSR-acetato (Díaz M. y cols 
2002). Este recuento solo se realizó con las muestras tomadas en el tercer y cuarto 
muestreo dado que en los dos primeros no se logró hacer esta cuantificación.  
 
En los primeros muestreos, se tomó 1 ml de la mezcla sedimento – medio de cultivo y se 
adicionaron a dos viales de 50 ml con 25 ml de medio de cultivo líquido BSR-acetato (en 
el primer muestreo se realizó en medio de cultivo BSR-lactato). Los cuales se incubaron 
a 28ºC en un cuarto de temperatura controlada durante 15 días. Igualmente se tomaron 
200µl de la mezcla inicial y se sembraron en medio de cultivo sólido BSR-acetato, las 
placas se incubaron en una jarra de anaerobiosis de 3.5 litros de capacidad, equipadas 
con sobres generadores de ambiente anaerobio (AnaerogenTM – Oxoid) y con un 
Indicador de anaerobiosis (resazurina) que cambia de rosado a blanco cuando se 
alcanza una atmósfera de anaerobiosis, las placas se incubaron a 28ºC durante 8 días. 
Los dos procedimientos anteriormente descritos se llevaron a cabo con un mechero para 
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Terminada la incubación de las placas se procedió a hacer coloración de Gram, y 
coloración Schaeffer Fulton a las colonias que produjeron H2S (colonias de color negro). 
La descripción de estas coloraciones se presentan en el anexo B. 
 
Los resultados de las coloraciones mostraron la presencia de bacilos gram positivos 
generadores de esporas. Junto a las colonias negras se observó el crecimiento de unas 
colonias transparentes, constituidas por bacterias gram negativas no esporuladas.  
 
Para separar las dos colonias, se tomaron los cultivos líquidos y se sometieron a un 
proceso de ”shock” térmico, incrementando la temperatura a 80ºC por un periodo de 10 
minutos y congelación inmediata durante 10 minutos adicionales (Sass y cols 2004). Este 
procedimiento se repitió tres veces. Posteriormente se sembraron en medio sólido y se 
incubaron a 28ºC durante 15 días.  
2.4 Cultivo y conteo de bacterias coliformes totales y 
E.Coli. 
A las muestras de agua colectadas en el segundo y tercer muestreo se les determinó la 
presencia de bacterias coliformes totales y E.coli, siguiendo el procedimiento estándar 
recomendado por la APHA (2005). En la figura 2-5 se presenta el equipo de filtracion de 
membrana para hacer esta determinación. Se utilizaron filtros de nitrato de celulosa 
Fuente: El autor. 
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(Sartorius Stedim - Biotech) con un tamaño de poro de 0.45 micras y un diametro de 
47mm. El medio de cultivo utilizado fue Chromocult (Chromocult® Coliform Agar 
Merckotube®), que permite la determinación simultanea de coliformes totales y E. Coli. 
Teniendo en cuenta el número de coliformes reportados en estudios previos, se 
realizaron diferentes diluciones de las muestras, utilizando solución salina 0,9% estéril. 
Las placas de petri con las membranas fueron incubadas a 37ºC durante 24 horas y 
posteriormente se realizó el conteo de coliformes totales y de E. coli. 
 
El conteo de coliformes en los sedimentos se realizó adicionando 1 g de sedimento en 
100 ml de una solución buffer de cloruro de magnesio y fosfato diacido de potasio. Esta 
mezcla se mantuvo en agitación durante 24 horas. A partir de esta mezcla se prepararon 
diluciones seriadas, las cuales fueron sembradas por filtración hasta la dilución 10-3 , las 
cajas con las membranas fueron incubadas durante 24 horas a 37ºC. 
 
Figura 2-5: Cultivo de coliformes. Filtración por membrana de las muestras de agua 















2.5 Ensayo de metilación de mercurio. 
Preparación del inóculo 
Previo a los ensayos metilación, se tomó el cultivo madre obtenido en el procedimiento 
descrito en el numeral 2.3 con el fin de hacer la propagación del inóculo. De este cultivo 
Fuente: El autor. 
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madre se tomó un 0,5 mL y se inoculó en 25 mL de medio de cultivo BSR-acetato (Díaz 
M. y cols 2002) en  viales de 50 mL. A los componentes básicos de este medio se le 
adicionó 0,1 ml/5ml de L-cisteína HCl -2.5%. Este medio utiliza resazurina como 
indicador de oxido-reducción (Anexo A).  
 
Sedimentos. 
Los sedimentos colectados en el cuarto muestreo en los cuatro puntos, se secaron a 
temperatura ambiente, se maceraron y tamizaron utilizando un tamiz número 42, con un 
tamaño de poro 0,354 mm. El sedimento obtenido se esterilizó tres veces utilizando un 
autoclave a 121ºC y 15 libras de presión durante 15 min. 
 
Medio de cultivo. 
El medio de cultivo BSR-acetato (anexo A) se preparó bajo condiciones anaeróbicas y se 
esterilizó en un autoclave a 121ºC y 15 libras de presión durante 15 min. 
 
Solución de mercurio. 
Se preparó una solución de mercurio de 13,53 mg/100mL (Reactivo A436919 332, Marca 
Merck) a partir de la cual se hicieron las diluciones correspondientes que permitieran 
asegurar una concentración de mercurio 10.000µg/L en cada frasco (Cursino y cols, 
2000). 
 
Ensayo metilación de mercurio. 
Para los ensayos de metilación, se trabajó con un inóculo de 24 horas. Los ensayos de 
metilación se realizaron en viales de 50 ml de capacidad que fueron sometidos a un 
lavado previo con HCl 4N durante 24 horas, enjuagados con agua destilada y secados  a 
temperatura ambiente. 
 
Para el ensayo se utilizaron los sedimentos de los cuatro puntos de muestreo. Por ello, 
con los sedimentos de cada punto se prepararon 2 replicas por cada tiempo (5 tiempos),  
para un total de 10 viales por punto. Adicionalmente se montaron 10 viales para cada 
control (positivo y negativo) como se muestra en el siguiente cuadro. 
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TIEMPO Control (+) Control (-) SP-1 SP-2 SP-3 SP- 4 TOTAL 
O horas R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 10 viales 
24 horas R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 10 viales 
72 horas R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 10 viales 
120 horas R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 10 viales 
196 horas R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 R1/R2 10 viales 
TOTAL 10 viales 10 viales 10 viales 10 viales 10 viales 10 viales 60 viales 
* SP= sedimento punto  *R= Replica. 
 
 
A cada vial se adicionó: 
• 3 gramos de sedimento seco del punto correspondiente. 
• 30 ml de medio BSR-acetato preparado en ambiente de anaerobiosis con una 
mezcla de N:H:CO2 (85:10:5). 
• 0,3 ml del inoculo (de cada punto). 
• 0,3 ml de la solución HgCl2 madre de 13,53 mg/100 mL para lograr una 
concentración final de 10.000µg/L en cada vial. 
• Los viales se incubaron a 28ºC en un cuarto de temperatura controlada durante 
los cinco tiempos (192 horas) en ausencia de luz. 
 
El control negativo se preparó de la siguiente manera: 
• 3 gramos de sedimento seco de río esteril (sedimento de referencia: Hg < 
64µg/L). 
• 30 ml de medio BSR-acetato preparado en ambiente de anaerobiosis con una 
mezcla de N:H:CO2 (85:10:5). 
• 0,3 ml de la solución HgCl2 madre de 13,53 mg/100 mL para lograr una 
concentración final de 10000µg/L en cada vial. 
• Los viales se incubaron a 28ºC en un cuarto de temperatura controlada durante 
los cinco tiempos (192 horas) en ausencia de luz. 
 
 
El control positivo se preparó siguiendo el procedimiento recomendado por Truong H. y 
cols 2013; Gilmour y cols 2013, King J y cols 2000; Lin T y cols 2013: 
• 3 gramos de sedimento seco de río esteril (sedimento de referencia Hg < 64µg/L). 
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• 30 ml de medio BSR-lactato preparado en ambiente de anaerobiosis con una 
mezcla de N:H:CO2 (85:10:5). 
• 0,3 ml de la solución HgCl2 madre de 13,53 mg/100 mL para lograr una 
concentración final de 10.000µg/L en cada vial. 
• 0,3 ml de inóculo con cepa D. Desulfuricans ATCC 29577. 
• Los viales se incubaron a 28ºC en un cuarto de temperatura controlada durante 
los cinco tiempos (192 horas) en ausencia de luz. 
 
Ensayo de metilación con Escherichia coli. 
• 3 gramos de sedimento seco de río estéril (sedimento de referencia Hg < 64µg/L). 
• 30 ml de medio Luria Bertani . 
• 0,3 ml de la solución HgCl2 madre de 13,53 mg HgCl2/100mL para lograr una 
concentración final de 10000µg/L en cada vial. 
• 0,3 ml de inoculo con cepa E. Coli aislada de los sedimentos. 
• Los viales se incubaron a 28ºC en un cuarto de temperatura controlada durante 
los tres tiempos (72 horas) en ausencia de luz. 
 
 
Cumplido cada tiempo se sacrificaron las dos replicas de cada sitio, así como los 
correspondientes controles positivos y negativos. Terminado el tiempo de incubación 
correspondiente, se homogenizó la muestra y se tomó 100 µl para la determinación del 
número de BSR y pH. A continuación se adicionó HCl 6N (Graham y cols. 2012) para 
detener la reacción de metilación de mercurio y se dejó en reposo durante 24 horas. 
Terminado este tiempo se procedió a separar las fracciones solida y líquida. Para cada 
uno de los viales se determinó la concentración de mercurio y metilmercurio en la 
fracción sólida y en la líquida la concentración de mercurio (Graham y cols. 2012).  
 
Como algunos autores (Sone y cols en 2013) han reportado a E.coli capaz de llevar a 
cabo  procesos de metilación de mercurio, y Domínguez L. (2013) había planteado la 
posibilidad de que este microorganismo fuera un metilador en la quebrada La Porquera, 
se montó un ensayo adicional con Escherichia coli aislada del sedimento de la Quebrada 
La Porquera, procedimiento que se describió anteriormente. 
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2.5.1 Identificación de microorganismos acompañante 
(microorganismo que creció junto a BSR). 
 
Como se mencionó anteriormente, durante el proceso de aislamiento se evidenció tanto 
el crecimiento de colonias negras productoras de FeS y junto con ellas una colonia 
transparente. Como no fue posible durante el aislamiento separar esta última después 
del tratamiento térmico (Sass y cols 2004), se procedió a identificar este microorganismo 
gramnegativo acompañante por técnicas moleculares.  
Las colonias transparentes obtenidas en cada punto de muestreo se propagaron en  
medio sólido BSR-acetato y se incubó por 24 horas. A partir de este cultivo se procedió a 
hacer la extracción del ADN (Tomado de Barragan C. 2011, Anexo C-1) y se llevó a cabo 
la PCR (reacción en cadena de la polimerasa) utilizando los primers universales 27F (5´- 
AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3´) y 1492R (5´- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT 
T-3´) (Frank y cols 2008) (Anexo C-2).  Purificación de los productos de PCR con el kit 
PureLink® PCR Purification Kit (INVITROGENTM). Posteriormente se realizó una 
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%  Los amplicones fueron enviados a secuenciar a 
MACROGEN advancing through genomics). 
Con los resultados de la secuenciación, y para seleccionar el mejor apareamiento de 
pares de bases (eliminando GAPs) se realizó el alineamiento de los pares de bases de 
cada primer amplificado para cada punto (BLAST) con ayuda del sofware de la pagina 
NCBI (National Center for Biotechnology Information - 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI
NK_LOC=blasthome).  De acuerdo a esto se seleccionaron las secuecias para elaborar 
el árbol filogenético tal como se describe en el Anexo C-4. Para elaborar el arbol 
filogenético se contó con la ayuda del sofware Ribosomal Data Project (RDP) (Wang y 
Cols, 2007) con el cual se obtiene la mayoría de sus secuencias de RNAr utilizando una 
base de datos de secuencias internacional (INSDC). Se introdujo las secuencias al 
sofware RDP y se elaboró el árbol filogenético que posteriormente fue exportado al 
programa MEGA 7.0 (Molecular Evolutionary genetics Analysis) para su análisis. 
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2.5.2 Identificación de enterobacterias. 
 
De las muestras sembradas para conteo de enterobacterias se aislaron colonias y se 
identificaron utilizando el panel de identificación RapIDTM ONE System (Remel 
Microbiology Products). Este panel de identificación es un micrométodo cualitativo para la 
identificación de microorganismos de la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos 
gramnegativos oxidasa negativos. 
 
2.5.3 Determinación de mercurio. 
 
La determinación de mercurio en la fase acuosa se realizó por Espectrofotometría de 
Absorción Atómica con Generación de Hidruros, en el Laboratorio de Ingeniería 
Ambiental (LIA), de la Facultad de Ingeniería de la Universidad Nacional de Colombia. Se 
utilizó un equipo UNICAM 929 AA ESPECTROMETER cuyo valor de detección mínimo 
de mercurio era 0,003 mg/L o 3ppb y un sistema de vapor UNICAM VP 90. 
 
2.5.4 Determinación de metilmercurio. 
El análisis de mercurio y metilmercurio en los sedimentos se realizaron en el laboratorio 
de Toxicología de la Facultad de Química de Universidad de Córdoba. Se llevó a cabo 
por Cromatografía de Gases con detector de captura de electrones (PNUMA/FAO/OIEA, 
1987) utilizando un cromatógrafo de gases con detector captura de electrones. PERKIN 
ELMER,  Autosystem XL, que tiene una columna capilar Rtx-170, con inyector Split y gas 
de arrastre Nitrógeno (make up- Nitrogeno). La temperatura del inyector fue 160°C y la 
temperatura del detector 230ºC y las temperaturas del horno fueron: 40°C (2min), 
40°C/min hasta 100°C (1min), 40°C/min hasta 150°C (2min), 40°C/min hasta 190°C 
(1min). 
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2.6 Análisis estadístico. 
 
Se compararon los promedios de la concentración de mercurio en la fase líquida en cada 
punto con la concentración obtenida en los controles positivo y negativo. Igualmente se 
hizo esta comparación para los resultados de mercurio y metilmercurio de la fase sólida. 
Para esta comparación se utilizó el software R con un nivlel confianza del 95%.  
 
Se utilizó el test de Bartlett para verificar homogeneidad de varianzas y para ver si las 
poblaciones eran comparables. Posteriormente, se realizó la comparación de medias de 
las variables entre los puntos de tal forma que se pudiera saber cuál es el que tiene la 
mayor media. Para esto se utilizó el test de Wilcoxon a una cola (cola superior). El 
análisis estadístico se realizó con la asesoría del departamento de Estadística de la 
Universidad Nacional de Colombia.   
 
En la figuras 2-6 y 2.7  se muestra un esquema general de la metodología. 
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Cultivo de bacterias sulfato reductoras  
Velocidad de crecimiento para cada punto 
de estudio. 
Determinación de la concentración de 
mercurio en agua y concentraciones de 
mercurio y metil-mercurio en sedimento. 
Medición de pH y carbono orgánico. Para  
realizar seguimiento de la Quebrada. 
TOMA DE MUESTRAS 
Agua y Sedimentos de cuatro puntos de la 
quebrada la Porquera. Se realizaron 
cuatro muestreos. 
16 mayo 2013. 
08 octubre 2013 
17 noviembre 2013 
23 febrero 2014 
METODOLOGIA 
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NÚMERO DE ENSAYOS POR DUPLICADO 
• BSR. Punto 1 
• BSR. Punto 2. 
• BSR. Punto 3. 
• BSR. Punto 4. 
• E.coli 
• Control negativo. 
• Control positivo. (Cepa Desulfovibrio 
desulfuricans TCC 29557). 
RECIPIENTE DE PRUEBA  
(2 Réplicas) 
Medio de cultivo + Sedimento +  
Bacterias + Solución de HgCl2 
ENSAYO DE METILACIÓN 
0,3 mL Solución de HgCl2 (0, 13 mg/mL) 
para obtener una concentración final de 
10000 mg/L 
• Sedimento correspondiente a cada punto 
(macerado y esterilizado tres veces). 
• Las bacterias correspondientes a cada punto 
(cultivo fresco de 24 horas)   
• Sedimento con concentraciones bajas de Hg (3gr) 
para control positivo, negativo y ensayo E. coli. 
• 30 mL de Medio de Cultivo BSR-acetato + Cisteina 
2.5%. para los cuatro puntos y el control negativo. 
 
• 30 mL de Medio de Cultivo Desulfovibrio 766 + 
Cisteina 2.5%. Para el control positivo. 
 
• 30 mL caldo Luria Bertanni para ensayo con E.coli 
 
Incubación 28oC, En ausencia de 
luz (ensayo destructivo).  
 
Medición de pH y recuento celular 
a las 0,24, 72, 120 y 192  horas. 
Detener la Reacción en cada tiempo 
adicionando 1 mL de HCL 6N, separar 
fase líquida de fase sólida y medir: 
- Fase líquida: concentración de 
mercurio. 
- Fase sólida: concentración de 
mercurio y metilmercurio. 
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Secuenciación e Identificación de las 
secuencias amplificadas con los 
primers universales (27F y 1492R) 
en Macrogen. 
Dendograma y Análisis de 
resultados (RDP-MEGA 7.0).  
 
Se realizó aislamiento de la bacteria 
gram negativa que crece junto con 
las BSR de la quebrada. 
Amplificación del ADN utilizando 
primers universales 1492R y 27F 
(16S rRNA). 
 
IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS 
Extracción y Purificación del DNA 
Identificación coliformes por medio 
de RapidONE (Remel) 
	  
3. Resultados y discusión. 
3.1 Crecimiento de D. desulfuricans ATCC 29577 en 
diferentes medios de cultivo. 
 
Los resultados del crecimiento de la cepa Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 en los 
tres medios después de 8 días de incubación mostraron un crecimiento abundante en los 
medios BSR-lactato y el medio ATCC. Se observó producción de FeS evidenciado por la 
coloración negra del medio y el olor fetido. En la figura 3-1 se observa un color negro 
intenso en el medio ATCC 766 (1) y en el medio BSR-lactato (3) y un color negro menos 
intenso en el medio BSR-acetato (2).  
 
Figura 3-1: Crecimiento de Desulfovibrio delsulfuricans ATCC 29577 8 días de 
















La coloración negra es el resultado de la reducción de sulfato presente en los medios a 
sulfuro el cual reacciona con el hierro formando un precipitado de sulfuro de hierro (Butlin 
K. 1949, Muyzer G. 2008).  
1. ATCC MEDIO 766 2. MEDIO BSR- 
acetato 
3. MEDIO BSR- 
lactato 
1 2 3 
Fuente: El autor. 
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Los resultados mostraron que es posible cultivar esta cepa tanto en el medio ATCC como 
el BSR-lactato (Choi y colaboradores 1994, Hitelmann y cols 2000, Ridley y cols.,1977, 
Gilmour C. y cols 2011, Parkman y cols, 1994, Celo y cols 2006). 
 
3.2 Bacterias sulfato reductoras de los sedimentos 
analizados. 
Aunque se evidenció turbiedad en la siembra de los sedimentos colectados en el primer 
muestreo (16-05-13) en los medios ATCC 766 y BSR-lactato, no se evidenció la 
presencia de pigmento negro en ninguno de los tubos sembrados con los sedimentos de 
los cuatro puntos muestreados. figura 3-2. 
 
Figura 3-2: Crecimiento de las bacterias presentes en los sedimentos colectados 













Fuente: El autor. 
*Tubos Hungate con medio ATCC-766 y BSR-lactato para el cultivo de BSR. 
 
 
Los resultados de la siembra de los sedimentos colectados en el segundo muestreo (8-
10-2013) en los medios BSR-acetato y BSR-lactato mostraron un precipitado negro de 
sulfuro de hierro característico de las BSR en los tubos con medio BSR-acetato, mientras 
que en el BSR-lactato se observo turbiedad pero no precipitado negro. Similar resultado 
se presento en los cultivos en medio sólido Figura 3-3. 




Figura 3-3: Crecimiento de los microorganismos presentes en los sedimentos de la 






















Fuente: El autor. 
 
Las características macroscópicas de las colonias obtenidas en los cultivos en medio 
sólido BSR-acetato mostraron colonias de 2-3 mm de diametro, borde definido y 
brillantes. Estas colonias también crecieron en las capas profundas del agar, y se 
observó precipitado negro.  
 
La utilización del acetato por las bacterias presentes en los sedimentos analizados, 
señaló la presencia de BSR pertenecientes al grupo que utilizan este sustrato como 
fuente carbonada ya sea mediante la vía del ácido cítrico utilizada por Desulfobacter 
postgatei o la vía acetil-CoA usada por Desulfobacterium, Desulfotomaculum, 
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En la figura 3-4 se presenta la formación de colonias de color negro sobre la superficie y 
el fondo del agar. La coloración Gram de estas bacterias mostró la presencia de bacilos 
rectos, Gram positivos. La coloración Schaeffer Fulton mostró la presencia de esporas.  
 
Figura 3-4: Crecimiento de bacterias sulfato-reductoras (BSR) en medio sólido y 
líquido, y Coloración Gram. A: Medio sólido BSR-acetato; B: Medio líquido BSR- 

























Una observación interesante, fue la presencia de bacilos Gram negativos en cultivos 
viejos. La respuesta variable podría relacionarse con la estructura de la pared de estas 
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bacterias, tal como se ha observado en bacterias Gram variables, en las que la capa de 
peptidoglucano es más delgada. Podría ser que el grosor de la pared de las células 
viejas disminuyera dando lugar a la respuesta observada  (Rodriguez E. 2005).  
 
 
Como se mencionó en la metodología, en las siembras en medio sólido se observó junto 
con las colonias negras siempre se observó, el crecimiento de colonias transparentes, 
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Figura 3-5: Cultivo de bacterias sulfato-reductoras junto con una colonia 






















Aunque se logró el crecimiento en forma aislada de la colonia transparente en el medio 
BSR-acetato, no se pudo lograr hacer el aislamiento en cultivo puro de las colonias 
negras. En un inicio se consideró la colonia transparente como un microorganismo 
contaminante. Sin embargo, la aplicación del shock térmico (Sass y cols 2004) para su 
eliminación mostró que aparentemente las bacterias BSR requerían la presencia de esta 
bacteria para su crecimiento. Sin embargo, sería importante continuar evaluando este 
comportamiento para confirmar esta dependencia.  
 
En el presente trabajo no se realizó un proceso para identificación de los aislamientos de 
BSR aislados. Sin embargo, algunos autores han reportado (Sass y cols 1997; Sass y 







Colonias negras y 
pigmentación negra 
del medio de cultivo. 
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cols 1998 y en el 2004) la presencia en sedimentos de lagos, BSR Gram positivas 
formadoras de esporas pertenecientes a los géneros Desulfosporosinus sp. y 
Desulfotomaculum sp, identificadas con técnicas moleculares de “finger printing”  como el 
DGGE (eletroforesis de gradiente desnaturalizado) (Sass y cols 1998). Igualmente, 
Winch y cols (2009) reportaron la presencia de BSR gram positivas formadoras de 
esporas del género Desulfosporosinus spp., en el efluente de una mina contaminada con 
metilmercurio. Yamada y Tonoruma 1972 (citado por Bakay T., Wagner-Dobler, 2005).  
En la tabla 3-1., se presentan los resultados tanto de la siembra directa en medio solido 
como de la cuantificación de BSR mediante el método del número más probable (NMP) 
para el tercer y cuarto muestreo de los sedimentos colectados en la Quebrada La 
Porquera. 
Los conteos obtenidos mostraron que durante el tercer muestreo, las BSR de los 
sedimentos en los puntos 1 y 2, la densidad fue 3x104 y 104 (NMP de BSR/gr de SST), 
mientras en los puntos 3 y 4 no son detectables. Sin embargo, la siembra directa mostró 
la presencia de colonias negras en estos dos últimos puntos.  
 
En el cuarto muestreo, el NMP de BSR fue  3,5x105, 2,5x104 y 4x104  para los puntos 2, 3 
y 4 y su presencia fue confirmada con la siembra directa. Aunque en el punto 1 el método 
de NMP no fue suficientemente sensible para hacer su detección, la siembra directa 
permitió confirmar la presencia de estos organismos. Las variaciones encontradas entre 
los dos muestreos pueden estar relacionadas con las condiciones climáticas, dado que el 
tercer muestreo corresponde a la época de lluvias, y el cuarto muestreo se realizó 
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Tabla 3-1: Conteo de bacterias sulfato-reductoras de la quebrada La Porquera.  
 
SIEMBRA Y CONTEO DE BACTERIAS SULFATO-REDUCTORAS DE LA QUEBRADA LA 
PORQUERA. 
FECHA MUESTREO PUNTO DE MUESTREO 
SIEMBRA DIRECTA 
(medida cualitativa) 
CONTEO DE BSR POR 
MÉTODO NMP (NMP de 
bacterias/g de Solidos 
Suspendidos) 
PRIMER MUESTREO 
(16 mayo 2013) 
1 Negativa NR 
 2 Negativa NR 
3 Negativa NR 




1 Positiva NR 
2 Positiva NR 
3 Positiva NR 




1 Positiva 3x104 
2 Positiva 104 
3 Positiva < 2x103 




1 Positiva < 2x103 
2 Positiva 3,5x105 
3 Positiva 2,5x104 
4 Positiva 4x104 
 NR: No realizado. 
  
3.3 Características de las bacterias sulfato reductoras 
encontradas en la quebrada La Porquera. 
 
Con el cultivo obtenido de los sedimentos del punto 1 (nacimiento) del cuarto muestreo, 
se realizó un pequeño ensayo para evaluar el efecto de la temperatura. Para ello, se 
inoculó el cultivo en viales con medio BSR-acetato. Se evaluó el crecimiento de las BSR 
a 5°C, 28°C, 37°C y temperatura ambiente. Para cada temperatura se inoculó un vial de 
50 mL de capacidad, y el crecimiento se valoró midiendo la Densidad Óptica a 600 nm la 
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Tabla 3-2: Crecimiento bacterias sulfato-reductoras de la quebrada La Porquera.  
 
Temperatura de incubación 
Densidad óptica (0 
horas incubación) 
Densidad óptica (72 
horas incubación) 
5ºC 0,127 0,102 
Tº ambiente 0,127 0,383 
28ºC 0,127 1,002 
37ºC 0,127 0,202 
  
Como se puede observar, a 28°C se logró la máxima densidad óptica de las bacterias 
presentes en los sedimentos colectados en el Punto 1. Sin embargo es necesario 
mencionar que este ensayo solo se realizó una vez.  
3.3.1 Patrón de crecimiento de las muestras positivas para 
bacterias sulfato reductoras. 
 
Igualmente, se realizaron ensayos para determinar el patrón de crecimiento de las 
bacterias presentes en los sedimentos colectados en los cuatro puntos de muestreo. Los 
cultivos obtenidos con los sedimentos del cuarto muestreo, se inocularon en viales de 50 
mL con 30 mL de medio BSR-acetato más 0,3 mL de cisteína-HCl (2,5%) (L-Cysteinium 
cloride C3H8Cl NO2S. H2O   PM= 175,46g/mol). Los viales se incubaron a 28°C por 24 
horas midiendo la Densidad Óptica 600 nm a las 0, 1, 2, 5, 7 y 9 horas.  En la figura 3-6 
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Figura 3-6: Patrón de crecimiento de las bacterias presentes en los sedimentos de 

















Como se observa en la figura 3-6, en un periodo de nueve horas las bacterias presentes 
en los sedimentos de los cuatro puntos presentan un patrón de crecimiento diferente. En 
los cuatro puntos las poblaciones crecen lentamente durante primeras 5 horas, a partir de 
ese momento el crecimiento se acelera especialmente para las poblaciones de los 
sedimentos de los Puntos 2 y 4. El crecimiento de los cultivos de los puntos 1 y 3 es 
menor. Así de mayor a menor el rendimiento celular fue P-2>P4>P3>P1. 
Comparativamente, la densidad celular de los Puntos 3 y 4 fueron 8 y 4 veces menos que 
el cultivo del Punto 2. Para los cuatro sitios la fase exponencial se inicia a las 5 horas lo 
cual coincide con el inicio de la producción del precipitado negro. Se calculó la tasa de 
crecimiento para cada cultivo, utilizando la fracción recta de cada curva. Los resultados 
para los cuatro puntos fueron: P-1= 0,089 h-1, P-2= 1,39 h-1, P-3= 0,15 h-1 y P-4= 0,33-1. 
Como puede observarse, estos valores indican que las poblaciones de los sedimentos 
del Punto 2 crecen rápidamente, mientras las presentes en los sedimentos de los otros 
tres puntos crecen lentamente.  Es importante tener en cuenta que estos no son cultivos 
puros, por lo que las interacciones entre las diferentes poblaciones podrían favorecer o 
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inhibir el crecimiento de cada uno de los consorcios microbianos, lo cual se vería 
reflejado en el lento o rápido crecimiento del consorcio. 
 
3.4 Enterobacterias aisladas en la quebrada La 
Porquera. 
 
Los resultados de la cuantificación de bacterias Coliformes y E. coli en el agua y los 
sedimentos en el segundo y tercer muestreo se presentan en la tabla 3-3.   
 
Tabla 3-3 Conteo de Coliformes totales y E. coli en el agua y los sedimentos 
obtenidos durante el segundo muestreo y tercer muestreo de la Quebrada La 
Porquera  
 











1 - (Nacimiento) 3 x104 9 x103 7 x103 0 
2 - (Bocatoma I, ASO II) 5,6 x104 8 x103 3,7 x104 1 X103 
3 - (Bocatoma II, ASO II) 2,4 x104 4 x103 8 X103 0 
4 - (Bocatoma, ASO I) 1 x103 0 1,4 x104 0 
Tercer Muestreo 
1 - (Nacimiento) 4,4 x 104 8 x 103 2 x 104 0 
2 - (Bocatoma I, ASO II) 9 x 104 0 2,4 x 104 6 x 103 
3 - (Bocatoma II, ASO II) 4,4 x 104 4 x 103 2,6 x 104 2 x 103 
4 - (Bocatoma, ASO I) 3,7 x 104 2 x 103 7,1 x 104 6 x 103 
 
Los resultados del conteo de colformes totales  para el agua no mostraron una diferencia 
significativa entre los dos muestreos. Sin embargo, para E. coli puede observarse que en 
el segundo muestreo solamente en el Punto 2 se logró detectar este organismo. Lo cual 
podría estar indicando, que la presencia de coliformes puede ser el resultado de 
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contaminación por escorrentía y arrastre y lavado de suelos contaminados. Para el caso 
de los sedimentos, el comportamiento es similar en los dos muestreos donde el conteo 
de coliformes totales y E. coli se diferencian en más o menos un orden de magnitud. Al 
comparar los conteos tanto de coliformes totales y E. coli entre el agua y los sedimentos, 
puede apreciarse que ellos son mayores en los sedimentos. Si se tiene en cuenta el bajo 
caudal de esta Quebrada así como la velocidad del agua, podría pensarse que la 
población de E. coli se sedimenta entrando a formar parte de los sedimentos, lo cual 
explicaría la baja densidad en el agua y un número aproximadamente igual en los 
sedimentos.  
 
Igualmente, la importancia sanitaria de la presencia de estos microorganismos para el 
consumo humano, estos resultados estarían indicando que la Quebrada está siendo 
sometida a contaminación fecal, y por tanto existe un riesgo para la salud de los 
consumidores.  
 
En el estudio realizado (Ávila S. y Estupiñan S. en el 2013) en el cual se evaluaron  
varias quebradas del parque natural Chicaque (suroccidente de Bogotá – municipio San 
Antonio de Tequendama), la quebrada La Playa, y quebradas en la cuenca media del río 
Bogotá, se encontró la presencia de coliformes totales, E. Coli y Enterococcus. Los 
valores para coliformes totales osciló entre 80 y 1200 UFC/100 mL durante la época 
seca, disminuyendo valores entre  2 y 220 UFC/100 mL durante la época de lluvias. Si se 
tiene en cuenta lo establecido en el Decreto 1594 de 1984 Art 38, para fuentes de agua 
destinadas a consumo humano y que deben someterse a tratamiento convencional 
(máximo de 20.000 microorganismos/100 mL para el Conteo Total de Bacterias, y un 
conteo máximo de Coliformes Fecales de 2.000 microorganismos/100 mL) los valores 
encontrados indicarían que el agua de la Quebrada estaría limitada para consumo 
humano. Igualmente, aguas para riego de frutas que se consuman sin quitar la cascara y 
hortalizas de tallo corto, requieren un agua cuyos conteos no excedan un NMP/100 ml de 
Coliformes Totales de 5.000, y de Coliformes Fecales de 1000 (Artículo 40, Decreto 
1594-1984). Por tanto los valores encontrados en la Quebrada La Porquera excede los 
parámetros permitidos tanto para consumo humano como para uso agrícola.  
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Las pruebas usadas en el sistema RapID ONE se basan en la degradación microbiana 
de sustratos específicos detectados por varios sistemas indicadores. Los reactivos 
utilizados son una combinación de pruebas convencionales y pruebas cromogénicas de 
monosustrato. El sistema RapID ONE está formado por un panel RapID ONE, y el 
reactivo RapID ONE. Cada panel RapID ONE tiene varios pocillos de reacción en la 
periferia de la bandeja de plástico desechable. Los pocillos de reacción contienen los 
reactantes deshidratados y la bandeja permite la inoculación simultánea de cada uno de 
ellos con una cantidad predeterminada de inoculo. Como el inoculo se rehidrata e inicia 
las reacciones de prueba, se debe hacer una suspensión del microorganismo de prueba 
en el líquido de inoculación RapID. El panel se incuba a una temperatura de 35 a 37°C 
en una incubadora sin CO2 durante 4 horas. Al finalizar la incubación se examina la 
reactividad de cada pocillo de prueba observando el desarrollo de color.  
 
Los paneles RapID ONE contienen 18 pocillos de reacción que proporcionan 19 
puntuaciones de prueba. El pocillo de prueba 18 es bi-funcional y contiene dos pruebas 
independientes en el mismo pocillo. Las pruebas bi-funcionales se puntúan primero antes 
de añadir el reactivo que da el primer resultado de la prueba. A continuación, se vuelve a 
puntuar el mismo pocillo después de añadir el reactivo que da el segundo resultado de la 
prueba. Los pocillos de prueba del 15 al 17 requieren el reactivo RapID ONE Reagent y 
aparecen designados mediante un recuadro que los rodea. La prueba bi-funcional 18, 
usa el reactivo RapID Spot Indole. Se leen y se puntúan los pocillos del 1 (URE) al 18 
(ADON) de izquierda a derecha usando la guía de interpretación.  
 
Los resultados del diagrama diferencial se expresan como una serie de porcentajes que 
indican positivos para cada prueba del sistema. Se registra las puntuaciones de las 
pruebas en los recuadros adecuados del formulario de resultados, usando el código de 
prueba que se encuentra encima de la barra para pruebas bi-funcionales.  
 
La identificación se hace con las puntuaciones individuales de la prueba en los paneles 
RapID ONE junto con información de laboratorio (por ejemplo, tinción de Gram y oxidasa) 
para producir un patrón que imite estadísticamente la reactividad conocida de los 
géneros registrados en la base de datos RapID.  
 
La identificación fenotípica mostró la presencia de los siguientes géneros: 
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• Escherichia coli. 
• Citrobacter freundii. 
• Enterobacter cloacae. 
• Enterobacter sakazakii. 
• Serratia phymuthica. 
 
Estos microorganismos hacen parte de los coliformes totales encontrados en la quebrada 
La Porquera.  
3.5 Caracterización molecular de microorganismos 
presentes en la Quebrada La Porquera. 
 
Es importante nuevamente mencionar que no fue posible realizar aislamiento e 
identificación de las bacterias sulfato reductoras, ya que las colonias crecían junto a un 
bacilo Gram negativo. Al tratar de aislar las dos colonias la colonia Gram negativa creció 
de forma aislada en el medio BSR-acetato, pero no ocurrió lo mismo con la Gram positiva 
incluso después de la pasteurización.  
 
Por esta razón se procedió a hacer la identificación molecular del aislado transparente, 
para lo cual se procedió a extraer el DNA, PCR (Anexo B), y la posterior secuenciación 
(MACROGEN), para finalmente hacer la identificación molecular de los microorganismos 
utilizando el sistema RDP (Ribosomal Database Project) y el programa MEGA 7.0. En la 
Figura 3-7, se muestra el dendograma obtenido, donde se puede observar que el 
microorganismo correspondiente de cada punto (punto verde). Se comparó con 
secuencias completas (>1500 pb) ya reportadas de las cepas tipo (ATCC, DSM, NCIMB 
y CECT) especies Aeromonas. Adicionalmente, se comparó con dos secuencias 
parciales del gen ribosomal 16S de los microorganismos Escherichia coli ATCC 43893 y 
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En la figura 3-7 se presenta el dendograma obtenido para las secuencias identificadas de 
los aislados obtenidos en cada punto de la quebrada la Porquera. Cada punto se muestra 
con un punto verde. 
 
0.0100 
Fuente: El autor. 
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Filogenéticamente, los aislados pertenecen al filo Proteobacteria, a la clase 
Gammaproteobacteria. Para la elaboración del dendograma se compararon los aislados  
con dos especies diferentes al género Aeromonas spp (Escherichia coli ATCC 27853 y 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 43893) que se muestran en la parte inferior en color 
negro. El brazo de color rojo corresponde al género Aeromonas spp. y en este grupo se 
localizan los aislados encontrados en los cuatro puntos de muestreo marcados con un 
punto verde. 
 
En el dendograma obtenido se puede observar tres grupos bien diferenciados dentro del 
género Aeromonas (color verde, azul y rojo). Todas estas especies están cercanamente 
relacionadas y los aislamientos se encuentran dentro de estos tres grupos, localizados 
así: los punto 2 y 3 se encuentran en el agrupamiento de color azul con las especies A. 
salmonicida, A. jandaei, A. veronii, A. fluvialis, A. ichthiosmia, A. punctata, A. hydrophila y 
A. sanarelli. 
 
El segundo grupo de color verde contiene el aislamiento correspondiente al punto 1 que 
se encuentra relacionado con las especies A. eucrenophila, A. sobria, A. bibalvium, A. 
rivuli, A. molluscorum y A. encheleia. El aislamiento correspondiente al punto 4 si bien se 
encuentra fuera de estos dos grupos está relacionado con las anteriores especies de 
Aeromonas. 
 
Con esto es posible interpretar que los cuatro aislamientos pertenecen al género 
Aeromonas. Además el aislamiento correspondiente al punto 3, está estrechamente 
relacionado con Aeromonas media, y se puede observar que pertenece a esta especie, 
los demás aislamientos son pertenecientes al género Aeromonas, sin embargo con este 
dendograma no es posible clasificarlas dentro de una especie.  
 
Los microorganismos pertenecientes al género Aeromonas sp. se han descrito como 
microorganismo oportunistas. Aeromonas tecta fue aislado a partir de una muestra de 
materia fecal de un niño con diarrea en 1992 y fue descrito como un bacilo Gram 
negativo, movil, citocromo oxidasa positivo y catalasa positivo (Demarta y Cols. 2008). 
Así mismo Aeromonas salmonicida CIMB 1110, también aislado de muestras de material 
fecal, presentan genes que codifican para toxinas, como ast y alt (Ching 2015). 




El aislado del punto 3 se encuentra al mismo nivel de  Aeromonas media ATCC 33907. 
Se ha reportado que este microorganismo (Albert y cols 2000) y otras especies 
(Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii) pueden causar enfermedad diarreica por 
poseer factores de virulencia como enterotoxinas y hemolisinas. Senderovich y cols 
2012, también aislaron varias especies pertenecientes al género Aeromonas sp. con 
presencia de genes que codifican para toxinas y enterotoxinas, en pacientes con diarrea. 
 
En el filo Gamma-proteobacteria, se encuentra el orden Aeromonadales y dentro de este 
se encuentra la famlia Aeromonadaceae, que contiene los géneros Aeromonas, 
Tolumonas, Oceanimonas, Oceanisphaera y Zobellella, esta familia está relacionada a 
las familias Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae, Succinivibrionaceae y Vibrionaceae 
(Huys G. 2014). Los miembros de esta familia son aerobios estrictos o anaerobios 
facultativos tipicamente asociados a medios ambientes acuáticos. También se pueden 
recuperar de alimentos, animales y humanos que han tenido contacto con agua 
contaminada. Los miembros de este género son patógenos oportunistas de humanos y 
animales y pueden causar infecciones extra-intestinales o enfermedades diarreicas. Los 
miembros son halotolerantes y moderadamente halofilos (Huys G, 2014). 
 
El género Aeromonas spp. se ha descrito como bacilos Gram-negativos, oxidasa positivo, 
y anaerobios facultativos (Janda y Abbott en el 2010). La capacidad para crecer en 
ambientes anaerobios podría explicar su crecimiento junto a las bacterias sulfato 
reductoras. 
   
Es importante señalar que estas especies no están reportadas como metiladoras de 
mercurio, aunque en este estudio se pudo observar una alta resistencia a altas 
concentraciones de HgCl2. Sería importante hacer mas estudios con estos 
microorganismos para confirmar la capacidad de metilar mercurio, así como la presencia 
de genes como mer a y mer b que indiquen que estos microorganismos presentan esta 
capacidad (Ullrich y cols 2001).    
74 Evaluación Preliminar de la Presencia de Bacterias Sulfato-reductoras con 
Capacidad de Metilar Mercurio en la Quebrada La Porquera, de la Localidad de 
Ciudad Bolívar, Bogotá 
	  
3.6 Concentración de Carbono Orgánico y pH de los 
sedimentos de la Quebrada La Porquera. 
 
En la tabla 3-4 y la figura 3-8 se presentan los resultados de la concentración de carbono 
orgánico total y el pH de los sedimentos de la quebrada.  
 
Tabla 3-4: Características carbono orgánico y pH de los sedimentos de la quebrada 
La Porquera. 
 
Fecha de Muestreo Punto de Muestreo Carbono Orgánico Total (%) pH 
Primer muestreo  
(16 -05- 2013) 
1-(Nacimiento) 5,6 5,20 
2 - (Bocatoma I, ASO II) 4,2 5,45 
3- (Bocatoma II, ASO II) 2,8 5,91 
 4- (Bocatoma -  ASO I) 5,8 5,69 
Segundo muestreo  
(08-10-2013) 
1- (Nacimiento) 5,8 5,16 
 2- (Bocatoma  I, ASO II) 2,2 5,75 
3- (Bocatoma II, ASO II) 5,8 5,60 
4- (Bocatoma- ASO I) 8,2 5,50 
Tercer muestreo  
(17-11-2013) 
1- (Nacimiento) 3,4 4,87 
2- (Bocatoma  I, ASO II) 5,2 5,29 
3- (Bocatoma  II, ASO II) 4,6 5,49 
4- (Bocatoma -  ASO I) 5,8 5,62 
Cuarto muestreo  
(23-02-2014) 
1- (Nacimiento) 3,4 5,05 
 2- (Bocatoma  I, ASO II) 3,4 5,64 
3- (Bocatoma  II, ASO II) 3,4 5,33 
4- (Bocatoma -  ASO I) 5,6 5,82 
 
Sedimento control 
(Sedimento de río) 1,9 6,50 
 
Como puede apreciarse en la tabla 3-4 los sedimentos se caracterizan por presentar un 
pH ácido con valores que oscilaron entre 4,87 y 5.9. Valores que pueden contribuir a la 
metilación abiótica del mercurio. Miskimmin y cols (1992), quienes mencionan que 
aunque el mecanismo sobre la metilación es desconocido, pHs ácidos contribuyen a 
cambiar las características del carbono orgánico disuelto aumentando la protonación de 
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las fracciones aniónicas. Las concentraciones de carbón orgánico (%) en los sedimentos 
oscilaron entre 2,2 – 8,2 %, alcanzando el mayor valor en el Punto 4 durante el segundo 
muestreo. Como se aprecia en la figura 3-8 los valores en el Punto 1 alcanzaron valores 
altos (> 5) en los dos primeros muestreos mientras que en los dos últimos estuvieron en 
un valor medio. En los Puntos 2 y 3 se presentó una mayor variación registrando valores 
medios (2 > 5). En el Punto 4 se presentaron altos valores de carbono orgánico 
alcanzando el mayor valor en el segundo muestreo. De los cuatro puntos de muestreo, el 
Punto 4 evidencia una alta influencia antropogénica.  
 
Figura 3-8: Variación de la Concentración de Carbono Orgánico en los Sedimentos 
colectados en los cuatro puntos de muestreo durante los cuatro muestreos de la 
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3.7 Concentraciones de mercurio y metilmercurio en la 
quebrada La Porquera. 
 
El análisis de mercurio total en el agua y el mercurio total y metil-mercurio en los  
sedimentos de la Quebrada La Porquera se realizaron en el Laboratorio de Ingeniería 
Ambiental de la Universidad Nacional de Colombia y en el Laboratorio de Toxicología de 
la Universidad de Córdoba. 
 
En la tabla 3-5, se presentan los resultados de mercurio y metil mercurio para agua y 
sedimentos. Como puede observarse, la concentración de mercurio en agua no supera 
los límites establecidos de 2 µg/L (Resolución 1594/84 Ministerio de Protección Social). 
Este resultado coincide con lo reportado Hernández L. (2012) y por Domínguez L. (2013) 
quienes no registraron concentraciones altas de mercurio en el agua de la Quebrada.  
 
Las concentraciones de mercurio total en los sedimentos oscilaron entre 199,7 y 241,4 
µg/kg con un promedio de 216,8 µg/kg. Aunque no se presentaron marcadas variaciones, 
a lo largo de los cuatro muestreos, es claro que estas concentraciones son altas 
comparadas con las encontradas en el 2011 por Domínguez L. (2013) quienes reportaron 
valores entre 14,6 y 148,9  µg kg-1 con un promedio de 72,5 µg kg-1. En la figura 3-9, se 
comparan los resultados obtenidos en el presente estudio con los reportados por 
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Tabla 3-5: Concentraciones de mercurio y metilmercurio en sedimentos y agua de 
la quebrada La Porquera 2013 – 2014. 
 
CONCENTRACIÓN DE MERCURIO  Y METILMERCURIO EN AGUA Y SEDIMENTO DE LA 



















Relación de  
MeHg/ Hg Total 
(%) 
 
Primer muestreo  
(16 -05- 2013) 
 
 
1-(Nacimiento) < 0,03 203,3 2,1 1,0 
2 - (Bocatoma I, ASO II) 0,08 199,7 2,1 1,0 
3- (Bocatoma II, ASO II) 0,04 228,6 2,7 1,2 
 4- (Bocatoma -  ASO I) 0,06 205,9 2,4 1,2 
Segundo muestreo 
 (8 -10- 2013) 
 
 
1- (Nacimiento) < 0,03 200,7 1,6 0,8 
 2- (Bocatoma  I, ASO II) 0,05 212,5 2,0 0,9 
3- (Bocatoma II, ASO II) < 0,03 241,4 2,9 1,2 
4- (Bocatoma- ASO I) < 0,03 220,4 2,1 1,0 




1- (Nacimiento) < 0,03 205,6 2,1 1,0 
2- (Bocatoma  I, ASO II) 0.09 206,8 2,8 1,4 
3- (Bocatoma  II, ASO II) < 0,03 238,1 2,2 0,9 
4- (Bocatoma -  ASO I) < 0,03 205,7 2,4 1,2 




1- (Nacimiento) < 0,03 222,1 2,3 1,0 
 2- (Bocatoma  I, ASO II) < 0,03 210,6 2,9 1,4 
3- (Bocatoma  II, ASO II) < 0,03 240,5 3,0 1,2 
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Figura 3-9: Comparación de los resultados de Mercurio Total en los sedimentos de 
la quebrada La Porquera obtenidos en el presente estudio con los obtenidos por 














Como se puede observar, en el estudio realizado en el 2011 durante el mes de 
Noviembre la concentración de mercurio registrada en los cuatro puntos es menor de 100 
µg/kg, y en el Punto 2 se presentan los valores más bajos. Sin embargo, en el presente 
estudio en los cuatro puntos de muestreo y durante los cuatro muestreos estuvieron 
cercanos o por encima de 200 µg/kg, lo cual estaría mostrando un aumento del Hg a 
través del tiempo.  Un hecho interesante en esta comparación, es que a pesar que los 
dos trabajos se llevaron a cabo con un intervalo de dos años, y en ambos no se 
detectaron altas concentraciones de mercurio en el agua de la Quebrada, existe un 
aumento de este metal en los sedimentos. Indicando que la quebrada ha continuando 
recibiendo contaminación por Hg, el cual se ha movilizado a los sedimentos donde su 
concentración ha aumentado.  
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Contrario al mercurio total, el comportamiento del metilmercurio en el estudio de 
Dominguez L. (2013) con los obtenidos en el presente estudio, mostró una disminución 
de la concentración de este compuesto para los mismos meses (Octubre y Noviembre) 
en los cuatro puntos de muestreo figura 3-10.  
 
Figura 3-10: Comparación de los resultados de Mercurio Mercurio  en los 
sedimentos de la quebrada La Porquera obtenidos en el presente estudio con los 




La concentración de metilmercurio en el estudio de Domínguez L.  (2013) en Septiembre 
y Noviembre del 2011 estuvo entre 2.1 y 4.7 µg Kg-1 de metilmercurio, mientras que en el 
presente estudio estas oscilaron entre 1.6 y 3.1 µg Kg-1 de metilmercurio. Estas 
diferencias podrían ser el resultado de variaciones en los procesos de metilación tanto 
abiótica como biótica. Autores como Celo y cols (2006) han señalado como la metilación 
abiótica del mercurio mediada por la metilcobalamina puede ser un proceso importante 
en medios con una alta fuerza iónica, alto contenido de materia orgánica y bajas 
Domínguez, 2013. Presente estudio. 
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concentraciones de cloro (usuales en aguas dulces), por tanto en corrientes como la 
quebrada La Porquera se podrían estar presentando condiciones favorables para este 
proceso. Por otro lado, la metilación biótica también puede estar favorecida por los altos 
contenidos de materia orgánica la cual, estimula la actividad microbiana, contribuye a 
mantener un bajo potencial, y favorece la disponibilidad del mercurio (Lambertsson and 
Nilsson, 2006, Hines  y cols 2000). Teniendo en cuenta esto, es posible que las 
diferencias en concentración de metil mercurio en los sedimentos de la quebrada La 
Porquera sean el resultado de las dinámicas de los procesos de metilación biótica o 
abiótica. 
3.8 Resultados de los ensayos de metilación de 
mercurio. 
 
En la figura 3-11 se presenta el crecimiento de las BSR durante el ensayo de metilación 
de mercurio. En esta figura se observa que para un periodo de 192 horas las BSR crecen 
activamente durante todo el tiempo de ensayo. Los cultivos de las BSR crecieron 
activamente con tasas de crecimiento similares. Aunque, para el Punto 1 se alcanzó una  
tasa de crecimiento ligeramente mayor (µ=0,27 h-1), para los otros puntos y el control 
positivo las tasas fueron similares (P-2 µ= 0,17 h-1; P-3 µ= 0,14 h-1; P-4 µ=0,18 h-1, y C(+) 
µ=0,18 h-1). Es importante mencionar, que junto con las bacterias sulfato reductoras 
siempre creció el bacilo Gram negativo acompañante (transparente) aunque no fue 
cuantificado.  
El seguimiento del crecimiento de la Escherichia coli  aislada de la quebrada La Porquera 
en el ensayo de metilación solo se siguió durante 72 horas ya que crece más rápido que 
las bacterias anaerobias. Esto había sido reportado por Cursino y cols (2000), quienes 
realizaron ensayos de metilación con  E. coli en medios de cultivo LB con una 
concentración de HgCl2 de 10000 µg/mL. Estos autores plantean que el crecimiento de 
este microorganismos puedo verse favorecido por síntesis de glucation (tiol), compuesto 
que puede protegerlos a exposiciones de metales pesados. Es importante mencionar que 
en este estudio no se esperaba que la E. coli utilizada, presentara efectos tóxicos por la 
exposición a mercurio en los ensayos de metilación ya que su aislamiento se realizó de 
sedimentos con altas concentraciones de mercurio (tabla 3-5). 




Figura 3-11: Recuento bacteriano de Bacterias sulfato reductoras durante el 




En la figura 3-12, se presenta la variación del pH durante los ensayos de metilación. 
Como se puede observar este parámetro se mantiene entre 6.0 y 6,5 en los ensayos con 
BSR obtenidos de los sedimentos de los cuatro puntos de muestreo. En el control 
negativo no hay variación, y en el control positivo se produce un aumento de pH durante 
las primeras 72 h a partir de ese momento se estabiliza en 7.0. En los ensayos con E. 
coli en las primeras 24 h se produce un descenso del pH pero a partir de ese momento 
se inicia un proceso de neutralización. Estas pocas variaciones de pH podrían ser un 
indicativo que altas concentraciones de mercurio (10000 µg/L) no afectaron 
negativamente el cultivo permitiendo un crecimiento y una actividad metabólica estable 
durante todo el ensayo.  
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Como se mencionó en la metodología, en el ensayo se sacrificaban las dos réplicas 
correspondientes a cada tiempo (0,24, 72, 20 y 192 horas) y se detenía la reacción con 
HCl 6N. A continuación se separaba la fase ìquida de la fase solida, y se dejaba secar el 
sedimento a temperatura ambiente para posteriormente medir las concentraciones de 
mercurio y metilmercurio presentes en cada una de las unidades. La fase líquida 
separada se almacenó a 4ºC hasta el análisis de mercurio total.  
 
En la figura 3-13 se presentan los resultados de mercurio total en la fase líquida del 
ensayo de metilación para los diferentes puntos junto con la de los controles positivo y 
negativo. Como se puede observar, la concentración de Hg del control negativo y del 
control positivo para todos los puntos tiene el mismo comportamiento. Es importante 
señalar que aunque se calculó una concentración inicial de mercurio a todas unidades de 
10.000 µg/L, al cuantificar la concentración en la fase líquida se encontró que para el 
tiempo 0, la concentración en el control positivo fue de 49,7µg/L. El control negativo 
presentó una concentración inicial más alta 474,9 µ/L y disminuyó a las 192 h a un valor 
de 59,9µg/L. Una posible explicación a estos resultados, fue la alta volatilidad que 
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presenta el mercurio, tal como lo ha señalado Cursino y cols (2000), quienes reportaron 
una rápida volatilización (>70%) durante las primeras 4 horas. 
 
Para el Punto 1 (figura 3-13 A), se observa un comportamiento similar al del control 
positivo (p=0.9856) con una concentración inicial de 39,7µg/L. En la figura 3-13 B se 
observa una ligera variación del  comportamiento del mercurio en el punto 2, el análisis 
estadístico mostró que el comportamiento era similar al del control positivo (p=0.9995). 
Para las 0 horas, la concentración de mercurio fue de 83,8 µg/L, y aumentó al final del 
ensayo a 125,25 µg/L.  
 
Para el punto 3 (figura 3-13 C) a las 0 horas se registró una concentración de 53,7µg/L la 
cual aumentó a 154,4µg/L a las 192 horas. Sin embargo, de acuerdo al análisis 
estadístico el comportamiento es similar al control positivo (p=0.315).  Los ensayos en el  
punto 4 (figura 3-13 D), mostraron una concentración inicial de mercurio de 112,3µg/L y a 
las 192 horas la concentración fue de 196,85 µg/L, aunque según los ensayos 
estadísticos el comportamiento fue similar al control positivo (p=0.8534).  
 
Como se mencionó, es posible que al momento de adicionar el mercurio una parte de del 
metal se haya volatilizado, y otra parte se sedimento. También es posible que a través 
del tiempo el mercurio se disocie como resultado de las condiciones ambientales 
generadas en los frascos de ensayo (Bakay T. y Wagner-Dobler I., 2005). La reducción 
de mercurio Hg2+ a mercurio elemental Hg0 y la oxidación de Hg0 a Hg2+ afectan la 
formación de metilmercurio. También se debe tener en cuenta que la concentración de 
metilmercurio presente en una medio acuático está regulado por el balance entre el 
proceso de metilación y demetilación (Hitelmann y cols 2000).   
 
Graham y cols 2012, han planteado que la perdida de Hg II es proporcional a la densidad 
celular, y que inmediatamente después de la adición de mercurio hay una pérdida casi 
inmediata de Hg II (± 2 minutos). La pérdida de mercurio en el control (sin 
microorganismos) era más baja que cuando se adicionaron los microorganismos.  
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Figura 3-13: Concentración de mercurio total en la fase acuosa en los Ensayos de 
Metilación para cada uno de los puntos de muestreo. A Punto 1, B. Punto 2, C. Punto 























3. Resultados y Discusión 85 
	  
 
En la figura 3-14 se observa los resultados obtenidos en los ensayos de metilación 
utilizando como inoculo E. coli. En la figura se puede observar que las concentraciones 
de mercurio disminuyen drásticamente durante las primeras 24 horas. Es importante 
tener en cuenta la potencial volatilidad del HgCl2 especialmente en los controles,  ya que 
por ser un microorganismo aerobio, la incubación se realizó en presencia de oxígeno por 
tanto la volatilización pudo ser más alta. Así mismo con E. coli el comportamiento del 
mercurio fue similar al del control positivo (p=0,4848). 
 
Figura 3-14: Concentración de mercurio total en la fase líquida en el ensayo de 



















En la figura 3-15 se presentan la concentración de mercurio total en los sedimentos 
durante los ensayos de metilación. Los resultados del test de Wilcoxon mostraron que al 
comparar la concentración de mercurio en cada punto con la de los controles, los valores 
de los puntos 1 (p=1.083x10-5), 2 (p= 1.083x10-5) y 4 (p-valor=2.165x10-5,) eran diferente 
del control positivo. Mientras para el punto 3 (p=0.1431) el comportamiento era similar al 
control positivo.  La comparación con el control negativo mostró que todos los puntos son 
diferentes (punto 1 dio p=6.386x10-5, , punto 2 dio p=1.083x10-5, punto 3 dio p=0.0001554 
y  punto 4 dio p= 4.114x10-5 ).   
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Figura 3-15: Concentración de mercurio total en los sedimentos de los cuatro 
puntos de muestreo en los ensayos de metilación. A. Punto 1, B. Punto 2, C. Punto 3 
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En los ensayos con E. coli se observó que los valores obtenidos en cada uno de los 
puntos de muestreo respecto al control positivo son similares (p= 0.002165), mientras 
que con el control negativo (p=0.0021) se comportan diferente (figura 3-16). 
 
Figura 3-16: Concentración de mercurio total en sedimento E. coli. Comparación de 













En las figuras 3-15 y la figura 3-16, se puede evidenciar que aunque la concentración de 
HgCl2 adicionada era igual en todas las unidades de ensayo, la concentración inicial de 
mercurio a las 0 horas fue menor para los puntos 2, 3 y para los ensayos con  E. coli . El 
ensayo donde se registró la menor concentración de mercurio fue el de E. coli, donde la 
concentración inicial a las 0 horas fue menos del 50% de la cantidad adicionada. Al igual 
que lo mencionado para la fase líquida, el mercurio se pudo haber volatilizado y/o 
disociado. Sin embargo, es importante recordar que las concentraciones de mercurio 
total tanto en el control negativo y positivo, se mantuvieron constantes a través del 
tiempo, mientras que las concentraciones de mercurio de los puntos 1, 2 y 4 
disminuyeron a través del tiempo excepto en el punto 3 donde las concentraciones fueron 
similares al control positivo.   
 
En las figuras 3-17 y 3-18, se presentan las concentraciones de metilmercurio en el 
sedimento para cada uno de los ensayos de metilación, tanto con las bacterias BSR 
como con la E.Coli respectivamente. El análisis estadístico realizado, permitió comparar 
las concentraciones promedio de metilmercurio obtenidas para cada punto con las del 
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control positivo. Los resultados mostraron que los promedios del punto 1 (p = 0.2799), 
punto 2 (p=0.9397), punto 3 (p=0.1986), y punto 4 (p=0.7197) fueron similares al control 
positivo. Al compararlos con el control negativo, se encontró que eran diferentes (punto 1 
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Figura 3-17: Concentraciones de metilmercurio (ng/Kg) en los sedimentos en cada 
uno de los puntos de muestreo durante los ensayos de metilación. A Punto 1, B. 
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Los resultados de los ensayos de metilación mostraron, que el mercurio en fase sólida 
disminuye (excepto punto 3) y la concentración de metilmercurio aumenta a medida que 
transcurre el ensayo. Resultados similares fueron reportados por King y cols 2000 y 
Gilmour y cols 2011, quienes señalan que en los ensayos de metilación, el mercurio 
disminuye y el metilmercurio aumenta gradualmente a medida que transcurre el tiempo. 
Igual ocurre con el control positivo. En el control negativo no observan cambios en la 
concentración de metilmercurio durante el tiempo evaluado, por lo que se puede deducir 
que no hay formación de metilmercurio durante el ensayo.  
 
Una diferencia en los ensayos de metilación fue la utilización de un medio de cultivo con 
lactato para el control positivo, dado que la cepa de Desulfovibrio desulfuricans, requiere 
lactato como fuente de carbono y energía. Además, el sedimento usado para la 
preparación de este control correspondía a un sedimento de rio con concentraciones muy 
bajas de mercurio. En el caso del control negativo o control abiótico, fue preparado con el 
medio utilizado (BSR- acetato) para la evaluación de los sedimentos de la quebrada, y se 
utilizó el sedimento de río con baja concentración de mercurio. El crecimiento observado 
en todas las unidades mostró que tanto las condiciones ambientales como los medios 
fueron apropiados para el crecimiento de las bacterias y la metilación de mercurio.   
 
También es importante señalar, que las concentraciones de metilmercurio a las 0 horas 
fueron más altas de las esperadas (figura 3-17). Este comportamiento podría estar 
señalando que el tiempo entre la preparación de las unidades experimentales y la adición 
del HCl para parar la reacción, permitió la formación de metil mercurio. Esto había sido 
indicado por Graham y cols. (2012). Aunque la adición de HgCl2 se hace al final de la 
preparación de cada unidad experimental, el tiempo entre la homogenización y la 
apertura del vial para la adición del HCl 6N para parar la reacción pudo ser suficiente 
para que se diera la formación de metil mercurio.   
 
Las concentraciones a las 0 horas de metil mercurio fueron 59,3 ng/Kg para el punto 1, 
60,2 ng/Kg para el punto 2, 52,3 ng/Kg para el punto 3, 27,7 ng/Kg para el punto 4 y 29,2 
ng/Kg para el control positivo (Anexo F). En el estudio realizado por Graham y cols 
(2012) con la cepa D. Desulfuricans ND132, mostró una  producción de metilmercurio por 
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encima de 0,9 mM, lo cual indicaba una pérdida de  más del 65% del mercurio total en el 
primer minuto del experimento.  
 
En este trabajo no fue posible establecer si la presencia de metil mercurio inicial era 
resultado de metilación biótica, abiótica o una mezcla de las dos. Sin embargo al 
observar las figuras se observa que las 0 horas las concentraciones de metil mercurio 
fueron altas aunque estas continúan aumentando a medida que transcurre la prueba.  
 
Los estudios realizados por King y cols (2000), muestran que microorganismos de la 
familia Desulfobacteriaceae, presentan tasas metilación de mercurio más altas que las de 
los miembros de la familia Desulfovibrionaceae. También sugieren que las BSR 
utilizadoras del acetato, pueden  metilar el  mercurio más efectivamente que las bacterias 
que utilizan lactato, probablemente por la presencia de enzimas especializadas como las 
metil-transferasas. A pesar de que el análisis estadístico indica, que la producción de 
metil mercurio para los diferentes puntos similar al control positivo, en la figura 3-17 A y B 
se puede observar que la producción de metilmercurio a las 196 h fue mayor que la del 
control positivo. 
  
También es importante señalar que los aislados de la quebrada La Porquera (BSR, 
microorganismos del género Aeromonas sp. y Escherichia coli), poseen la capacidad de 
metilar mercurio. Sin embargo, es importante tener en cuenta que las concentraciones de 
metilmercurio en el estudio de Domínguez L. (2013), las concentraciones de este 
compuesto en los sedimentos a las halladas en este trabajo, lo cual plantea la necesidad 
de seguir trabajando en el aislamiento e identificación de las bacterias en estos 
sedimentos.Teniendo en cuenta lo señalado por Gilmour y cols (2013) sobre la presencia 
del gen hgsAB en organismos capaces metilar mercurio. Sería importante, hacer estudios 
moleculares para detectar la presencia de organismos metiladores en la quebrada La 
Porquera.  
 
Los procesos de metilación y demetilación son procesos competitivos que pueden 
llevarse a cabo en los sedimentos. Sin embargo, la tasa de metilación parece ser el 
proceso predominante con una tasa tres veces más alta que la demetilación, siendo esta 
última afectada por la presencia de luz (Jiménez y cols 2013). Estos mismos autores han 
reportado que la tasa de demetilación puede llegar a ser nueve veces más alta bajo 
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condiciones de luz que en la oscuridad, aunque este factor no tiene un efecto significativo 
sobre la metilación. Por tanto, es posible que las concentraciones de metilmercurio 
aumenten o disminuyan en la quebrada La Porquera de forma intermitente dependiendo 
de la cantidad de mercurio presente y las condiciones climáticas imperantes  (tiempo 
lluvioso o seco). La fotodegradación del metil mercurio ha sido un fenómeno reportado en 
lagos (Seller y cols 1996), en los cuales a medida que aumenta la profundidad el proceso 
disminuye. Es posible que dado la poca profundidad de la quebrada, se presente 
fotodegradación de este compuesto. 
 
Aunque en los resultados de los ensayos de metilación se puede observar un incremento 
en la producción de metil mercurio con el tiempo, su formación se acelera a partir de las 
6 horas. Desafortunadamente, los experimentos solo se siguieron hasta las 192 horas 
tiempo en el cual la producción de metil mercurio estaba en aumento. Gilmour y cols 
(2013) en sus estudios de metilación con Desulfomicrobium baculatum señalan que la 
metilación ocurre durante la fase logarítmica y se detiene antes de la fase estacionaria. 
Es importante señalar, que el cultivo utilizado en estos experimentos eran cultivos mixtos, 
razón por la cual no se pudo hacer comparación con los resultados de estos autores.   
 
Figura 3-18: Concentración de metilmercurio (ng/Kg) en los sedimentos de los 
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En la figura 3-18 se observa los resultados del ensayo de metilación con  E. coli . Al igual 
que en los ensayos con  las bacterias BSR, el comportamiento del metil mercurio fue 
similar al control positivo (p=0.09307) y diferente al control negativo (p=0.004922). 
Aunque el seguimiento del proceso solo se realizó por 72 horas y bajo condiciones de 
aerobiosis, se logró evidenciar la formación de metilmercurio. La producción de metil 
mercurio ha sido reportada por Rowland y cols (1975), quienes encontraron que 
Escherichia coli presenta la habilidad de transformar el mercurio inorgánico a 
metilmercurio en mayor proporción a los géneros Bacteroides y lactobacillus. Sin 
embargo, es importante tener en cuenta que Escherichia coli no fue la única 
enterobacteria encontrada en la quebrada la Porquera, también se registraron 
microorganismos como Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Enterobacter 
sakazakii, Serratia phymuthica. Por lo tanto, sería importante evaluar en futuros estudios 
si estos microorganismos presentan el operon mer y evaluar si tienen la capacidad de 
metilar mercurio. 
 
El hallazgo de una cepa de E. coli con la capacidad de metilar mercurio es importante, 
porque este microorganismo es muy estudiado y de fácil manipulación. Chen y cols, 
1997, plantea la importancia de la bioacumulación por parte de los microorganismos 
modificados genéticamente como una alternativa para la eliminación y recuperación de 
metales pesados. Autores como Sone y cols en 2013, han señalado la resistencia de 
E.coli a mercurio, así como la potencialidad de su modificación genética para llevar a 





4. Conclusiones y recomendaciones. 
4.1 Conclusiones. 
 
Los resultados encontrados en el presente estudio permitieron hacer las siguientes 
conclusiones: 
Existen en los sedimentos de la quebrada La Porquera bacterias sulfato reductoras 
(BSR) utilizadoras del acetato, las cuales crecen a 28°C. 
 
No fue posible lograr el crecimiento aislado de las BSR ya que ellas crecen en compañía 
de microorganismos pertenecientes al género Aeromonas sp.    
 
El alto conteo de Coliformes Totales y E. coli en el agua y los sedimentos de La quebrada 
La Porquera señalan contaminación fecal de este cuerpo de agua.  
 
Dentro del grupo de bacterias coliformes encontradas se identificaron las siguientes 
especies: Escherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Enterobacter 
sakazakii y Serratia phymuthica. 
 
La concentración de mercurio total en los sedimentos de la quebrada La Porquera fue 
mayor que la encontrada en estudios anteriores. Esto podría estar indicando que la 
quebrada sigue recibiendo aportes de este contaminante.  
 
Los resultados de los ensayos de metilación, mostraron que las BSR utilizadas mostraron 
un crecimiento constante y un metabolismo activo durante todo el ensayo, así como la 
capacidad de metilar mercurio. 
 
Los ensayos de metilación con Escherichia coli mostraron que este microorganismo fue 
capaz de metilar mercurio. 
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Los resultados muestran que en la quebrada La Porquera se presentan condiciones y los 
microorganismos necesarios para llevar a cabo el proceso metilación de mercurio biótico 




Es importante investigar en futuros estudios si las enterobacterias encontradas en la 
quebrada (Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii, Serratia 
phymuthica) presentan la capacidad de metilar mercurio, como lo presentó 
Escherichia coli. 
 
Para nuevos ensayos de metilación de mercurio, se recomienda realizar el ensayo 
durante más tiempo (más de 192 horas), para poder evaluar si la tasa de metilación 
de mercurio es más alta que las bacterias que utilizan lactato como fuente de 
carbono. 
 
Se recomienda realizar ensayos de metilación de mercurio con el aislado de 
Aeromonas spp., ya que en este ensayo toleró altas concentraciones de mercurio.  
 
Se recomienda realizar nuevos estudios de  metilación realizando un microcosmos, 
para considerar una mayor cantidad de microorganismos que están presentes y 
pueden contribuir a la metilación simulando un ambiente muy similar a la quebrada. 
 
Es importante realizar estudios comparativos de metilación y demetilación de 
mercurio y realizar identificación de las bacterias sulfato-reductoras de la quebrada 
por medio de técnicas como clonación molecular o DGGE (Electroforesis en Gel con 
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A. Anexo: Composición de los 
medios de cultivo. 
1. MEDIO DE CULTIVO PARA BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS DEL ACETATO 
Y DEL LACTATO (BSR-acetato y BSR-lactato) (Díaz M. y cols 2002).  
- Preparar para un litro de agua destilada: 
REACTIVO     CANTIDAD 
• KH2PO4     0,2g 
• NH4Cl      0,5g 
• Na2SO4     3g 
• NaCl      1,2g 
• FeCl2.4H2O      0,36g 
• MgCl2.6H2O     0,4g 
• CaCl2.2H2O     0,15g 
• Extracto de levadura.    1g 
• Oligoelementos sin sulfato*   1mL 
• Solución de resazurina.   1mL 
 
Ø Para las bacterias sulfato reductoras del acetato se toman 500 mL de la 
mezcla anterior (de 1000 mL) y se adiciona 1,5 g de acetato de sodio. 3H2O. 
Ø Se debe ajustar el pH a 7.0 
Ø Después de hervir, enfriar bajo atmósfera de N2/CO2 (o en cámara de 
anaerobiosis con mezcla de gases N:H:CO2 (85:10:5)). Posteriormente agregar 
2,5 g NaHCO3 antes de servir. 
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Ø Después de esterilizar, adicionar L-cisteína HCl -2.5%  0,1 ml/5ml. 
 
o Para las bacterias sulfato reductoras del lactato se toman 500 mL de la 
mezcla inicial (de 1000 mL) y se adiciona 4,5 ml de lactato de sodio (60%) 1,5 g 
de acetato de sodio. 3H2O. 
o Se debe ajustar el pH a 7.0. 
o Después de hervir y enfriar bajo atmósfera de N2/CO2 (o en cámara de 
anaerobiosis con mezcla de gases N:H:CO2 (85:10:5)), agregar 2,5 g NaHCO3 
antes de servir. 
o Después de esterilizar, adicionar L-cisteína HCl -2.5%  0,1 ml/5ml 
 
* Para realizar medio sólido, adicionar agar-agar 1,5% 
 
• OLIGOELEMENTOS SIN SULFATO. 
 
o Preparar para 100 mL de agua destilada: 
REACTIVO    CANTIDAD  
- HCl a 25% (6,75N)   1 mL 
- FeCl2.4H2O    150 mg 
- H3BO3      6 mg 
- MnCl2.4H2O    10 mg 
- CoCl2.6H2O    12 mg 
- ZnCl2.anhidro    7 mg 
-NiCl2.6H2O    2,5 g 
- CuCl2.2H2O    1,5 mg 
-AlCl3 anhidro    5 mg 
- NaMoO4.2H2O    0,0025 mg 
- Na2SeO3     0,3 mg 




2. MEDIO DE CULTIVO ATCC D. Desulfuricans 766 (RECOMENDADO POR LA 
ATCC). 
REACTIVO    CANTIDAD 
Peptona    5 g 
Extracto de carne   3 g 
Extracto de levadura   0,2 g 
MgSO4    1,5 g 
NaSO2     1,5 g 
Fe(NH4)2Fe(SO4)2   0,1 g 
Lactato (lactato de sodio 60%)   2,5mL 
Glucosa    5 g 
o Ajustar a pH 7.0. 
o Después de hervir y enfriar bajo atmósfera de N2/CO2 (o en cámara de 
anaerobiosis con mezcla de gases N:H:CO2 (85:10:5)), Servir en frasco de 
anaerobiosis. 












B. Anexo: Coloraciones. 
• Coloración de Gram: Para realizar la coloración de Gram, en primer lugar se  
tomó la muestra (una colonia) y se esparció en una lámina porta objetos con una 
gota de solución salina, se dejó secar a temperatura ambiente y se fijó con calor, 
posteriormente se siguieron los siguientes pasos: 
o Se adicionó colorante inicial cristal violeta durante 1 minuto y se enjuagó 
con agua. 
o Se adicionó mordiente lugol, durante 1 minuto y se enjuagó. 
o Se realizó decoloración con alcohol cetona durante 30 segundos y se 
enjuagó. 
o Se adicionó contra-tinción adicionando fucsina 30 segundos y se enjuagó 
con agua (Rodríguez E. y cols. 2005).  
• Coloración Schaeffer – Fulton: Para realizar la coloración, en primer lugar se  
tomó la muestra (una colonia) y se esparció en una lámina porta objetos con una 
gota de solución salina, se dejó secar a temperatura ambiente y se fijó con calor, 
posteriormente se siguieron los siguientes pasos: 
o Se adicionó solución de verde malaquita (para Schaeffer-Fulton) y se 
calentó a la llama durante 10 minutos (ocasionando emisión de vapores 
sin que la muestra hierva), posteriormente se dejó enfriar durante 2 
minutos, posteriormente se enjuagó. 
o Se cubrió la lámina con Safranina durante 30 segundos y se dejó secar a 
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C. Identificación molecular. 
• C-1 EXTRACCIÓN DE DNA. 
 
El protocolo de extracción de DNA fue tomado del trabajo de grado de Barragan C. 2011. 
 
1. A partir de las bacterias aisladas en medio de cultivo BSR-acetato, se preparó el 
inoculo en medio de cultivo líquido BSR-acetato hasta alcanzar una densidad 
Óptica entre 0,3 -0,5.  
2. Agregó 45 mL de cultivo (líquido) en un tubo Falcon y centrifugó a 5000 rpm 
durante 10 min a 4ºC. 
3. Descartó el sobrenadante con cuidado de no botar el pellet. 
4. Con una pipeta estéril agregó 10 mL de buffer SSE (Solución salina-EDTA: 0.15M 
NaCl y 0.1M EDTA- pH8.0) sin tocar la boca del tubo. Y se llevó al vortex para 
homogenizar. 
5. Centrifugó a 5000 rpm durante 10 min a 4ºC. 
6. Descartó el sobrenadante con cuidado y nuevamente añadió 5 mL buffer SSE y 
homogenizar en vortex. 
7. Centrifugó a 5000 rpm durante 10 min a 4ºC. 
8. Descartó el sobrenadante y adicionó 1 mL de SSE, homogenizar en vortex y 
pasar el contenido a un tubo eppendorf, estéril. 
9. Centrifugó a 14000 rpm durante 5 min a 4ºC.  
10. Descartó el sobrenadante y adicionó 567 µL de buffer TE (10 mM Tris HCl, 1 mM 
EDTA). 
11. Se adicionó 30 µL de SDS 10,5%, durante 30 minutos y agitó suavemente por 
inversión. 
12. Aplicó 3 µL de proteinasa K (10 mg/mL) y homogenizaó suavemente por 
inversión.  
13. Incubó en baño temostatado a 37ºC durante 1 hora. 
14. Adicionó 100 µL de NaCl 5M y 80µL de CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio).  
15. Incubó en el baño termostatazo a 65ºC durante 10 minutos. 
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16. Adicionó 780µL de Cloroformo/Isoamílico (24:1), este reactivo tiene dos fases, se 
debe tomar la de abajo.  
17. Se homogenizó suavemente por inversión. 
18. Centrifugó a 14000 rpm durante 10 min a 4ºC. 
19. Con una punta estéril y con cuidado coger la primera fase (en esta ocasión se 
pueden observar tres fases, arriba translúcida, la mitad blanca-proteínas y abajo 
la amarilla), se debe tomar la fase translúcida sin tocar las proteínas y pasarla a 
un tubo eppendorf estéril. 
20. Adicionó 780µL de cloroformo y agitar suavemente por inversión.  
21. Centrifugó a 14 rpm durante 10 minutos  a 4ºC y pasar la fase superior a otro tubo 
eppendorf.  
22. Adición 2µL de RNAsa (20 mg/mL) y llevar a incubar a 37ºC  durante 30 minutos 
en el baño termostatado.  
23. Adición 1000 µL de Isopropanol. 
24. Llevar a precipitar a -20ºC dos horas o hasta el otro día. 
25. Sacar de la nevera y centrifugar a 14000 rpm a 4ºC durante 10 minutos.  
26. Descartar el isopropanol y lavar las muestras con 1500 µL de etanol al 70% y 
agitar suavemente.  
27. Si se despega se debe centrifugar a 14000 rpm durante 10 minutos.  
28. Descartó el etanol y lavó nuevamente con 1500 µL de etanol al 70%. Agitó por 
inversión y si se despega nuevamente el sedimento, se sugiere centrifugar 
nuevamente. 
29. Se debe descartar el etanol y llevar las muestras al horno para que los residuos 
de etanol se vaporen.  
30. Adicionó a cada muestra 100µL de buffer TE y dejar resuspendido durante 1 hora 
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• C-2. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 
 
Las reacciones de amplificación fueron realizadas en tubos de 100 µL utilizando 






Buffer (Promega®) 10X 1X 
dNTPs (Promega®) 2,5 mM 0,5 mM 
Primers universal 
27F 
10 mM 0,25 mM 
Primers universal 
1492R 
10 mM 0,25 mM 
MgCl2  (Promega®) 50 mM 4mM 
Taq polimerasa 
(GoTaq®Promega®) 
5 u/µL 0,4 u/µL 
*Completar con agua destilada desionizada el volumen final 25 µL. 
* se utilizaron primers universales 27F (5´- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3´) y 
1492R (5´- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3´) (Frank y cols 2008). 
 
• Ciclo de la PCR.  
 94ºC Durante 4 min. 
 
 94ºC Durante 30 seg. 
 50ºC Durante 1 min. 
 72ºC Durante 1:30 minutos. 
 











• C-3 ELECTROFORESIS. 
 
Se realizó electroforesis con gel de agarosa  1,5% en buffer TBE 1X (Tris 89 mM, Ácido 
bórico 89 mM, 0.5M EDTA 2 mM). 80 voltios  durante 30 minutos. Se utilizó marcador de 
peso molecular de 5000 pb (INBIO HIGHWAY). La purificación de los productos de PCR 
se realizó con el kit PureLink® PCR Purification Kit, siguiendo las especificaciones de la 
casa comercial (INVITROGENTM 
 
• C-4 SECUENCIAS OBTENIDAS. 
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o Secuencia Escherichia Coli ATCC 43893.  
Anexo C 117 
	  
 
Gen RNA 16S, secuencia parcial (fuente: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM194886.1) 





























 - Secuencia Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.  
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- Ribosomal Database Project: data and tools for high throughput rRNA 
análisis. 
 
Con la secuenciación, se realizó alineamiento de los pares de bases de cada primers 
amplificado para cada punto (BLAST) con ayuda del sofware de la pagina NCBI (National 
Center for Biotechnology Information - 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI
NK_LOC=blasthome), para seleccionar el mejor apareamiento de pares de bases 
(eliminando GAPs). Para elaborar el arbol filogenetico se contó con la ayuda del sofware 
Ribosomal Data Project (RDP) que obtiene la mayoría de sus secuencias de RNAr con la 
colaboración de la base de datos de secuencias internacional (INSDC). En el sofware 
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RDP se subieron las secuencias y se realizó el árbol filogenético que posteriormente se 
exportó al programa MEGA 7.0 (Molecular Evolutionary genetics Analysis), en donde el 
árbol filogenético fue analizado.  
RDP ofrece herramientas para la búsqueda en las colecciones de datos, para la 
clasificación taxonómica y la búsqueda de la especie más próxima y la construcción del 
árbol filogénicamente. Las herramientas de RDP están diseñados para el procesamiento 
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D. Preparación muestras para 
determinación de mercurio. 
La determinación de mercurio en la fase acuosa, se realizó por Espectrofotometría de 
absorción atómica (generación de hidruros), en el equipo equipo UNICAM 929 AA 
ESPECTROMETER.  
 
Para realizar la lectura de mercurio se realizó una digestión de cada muestra, como se 
describe a continuación.  
 
Se homogenizó la muestra y se tomó 5 mL de muestra y se transfirió a un frasco Falcon 
de 50 mL, luego se adicionó:  
 
• 2,0 mL de ácido sulfúrico. 
• 1,0 mL de ácido nítrico 
• 2,5 mL de persulfato de potasio. 
• 3,0 mL de permanganato de potasio. 
 
Se dejó en digestión a temperatura ambiente durante 24 horas y se realizó la lectura por 




















RESULTADOS MERCURIO TOTAL FASE LÍQUIDA – ENSAYO METILACIÓN DE MERCURIO (µg/L) 
  0H 24H 72H 120H 192 H 
PUNTO 1 38,92 29,84 10,67 8,66 33,72 
PUNTO 1  40,62 18,86 4,53 25,69 33,61 
PUNTO 2  100,8 92,84 149,3 72,8 134,5 
PUNTO 2  66,97 44,84 106,1 75,79 116 
PUNTO 3  50,6 57,86 48,01 76,5 178,8 
PUNTO 3  56,82 47,44 217,3 146,5 130 
PUNTO 4  68,81 61,08 253,1 82,5 204,3 
PUNTO 4 155,8 16,41 198,6 142,4 189,4 
CONTROL 
POSITIVO  57,52 87,25 51,64 37,71 82,42 
CONTROL 
POSITIVO  41,94 31,91 25,73 16,87 30,84 
CONTROL 
NEGATIVO  413,S4 175,8 104,5 53,21 65,07 
CONTROL 
NEGATIVO 536,5 154,9 74,96 67,85 54,73 
E. coli  347,8 22,67 61,76 -  - 
E. coli  385 30,07 61,29  -  - 
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CONCENTRACIÓN MERCURIO TOTAL EN SEDIMENTO - ENSAYO DE METILACIÓN (µg/kg) 
  0H 24H 72H 120H 192 H 
PUNTO 1 9654,5 10834,6 6734,1 7892,3 8115,9 
PUNTO 1  10220,5 9431,0 7632,2 6504,5 9154,2 
PUNTO 2  6998,5 6564,2 4782,5 5603,7 9937,6 
PUNTO 2  8086,7 7502,6 5549,1 5241,4 9475,8 
PUNTO 3  7056,4 7892,2 7456,4 6873,6 7125,1 
PUNTO 3  7396,8 7165,5 7919,7 7557,8 7235,4 
PUNTO 4 9636,0 7459,6 4126,4 3567,9 3423,4 
PUNTO 4 9695,8 6388,1 3225,4 3204,2 - 
CONTROL POSITIVO  8385,8 7563,9 7394,2 7045,8 7782,6 
CONTROL POSITIVO  7461,7 8306,7 8485,0 7330,5 7399,8 
CONTROL NEGATIVO  3928,2 4401,1 4638,0 4380,0 4521,2 
CONTROL NEGATIVO 4235,3 4063,9 4156,3 4751,7 3985,1 
E. coli  5372,8 5389,4 5711,8 - - 
E. coli  4948,3 5939,5 5665,6 - - 
CONCENTRACIÓN	  METILMERCURIO	  EN	  SEDIMENTO	  	  ENSAYO	  DE	  METILACIÓN	  (µg/kg	  Hg)	  	  	  	  	  	  	  	  
  0H 24H 72H 120H 192 H 
PUNTO 1 56,3 46,5 68,9 92,5 128,6 
PUNTO 1  62,3 43,0 79,6 86,8 173,6 
PUNTO 2  53,8 57,4 48,9 55,5 152,1 
PUNTO 2  66,6 70,2 54,2 43,1 175,5 
PUNTO 3  55,4 74,7 82,6 72,8 98,5 
PUNTO 3  49,2 61,9 93,4 68,2 104,7 
PUNTO 4  25,2 50,3 88,8 73,2 78,7 
PUNTO 4 30,2 40,2 77,7 65,4 - 
CONTROL POSITIVO  32,0 46,0 58,3 71,5 101,4 
CONTROL POSITIVO  26,5 53,8 68,2 79,5 90,6 
CONTROL NEGATIVO  4,9 4,9 4,6 5,8 4,1 
CONTROL NEGATIVO 5,1 5,2 5,2 5,0 3,7 
E. coli  9,4 28,7 53,6  - -  
E. coli  5,7 24,0 46,5 -   - 
